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“La simbiosis, el sistema en el cual miembros de especies diferentes  
viven en contacto físico, es un concepto arcano,  
un término biológico especializado que nos sorprende.  
Esto se debe a lo poco conscientes que somos de su abundancia.  
No son sólo nuestras pestañas e intestinos  
los que están abarrotados de simbiontes animales y bacterianos;  
si uno mira en su jardín o en el parque del vecindario  
los simbiontes quizá no sean obvios pero están omnipresentes” […] 
                      
 Lynn Margulis 
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La nodulación es un modelo muy interesante de la diferenciación celular y del desarrollo 
en plantas así como también de la interacción de las leguminosas con microorganismos 
simbiontes. En nuestro grupo estudiamos los mecanismos de señalización durante la 
organogénesis de los nódulos en las raíces de Phaseolus vulgaris L. (poroto común, 
también conocido como frijol). El poroto es de gran importancia económica y una fuente 
de proteínas para la nutrición de más de 500 millones de personas en los países en 
desarrollo (Graham y Vance, 2003). Las leguminosas establecen asociaciones simbióticas 
con bacterias gram-negativas (rizobios) y con hongos arbusculares (HA) que facilitan la 
adquisición de nutrientes tales como el nitrógeno y el fósforo. 
La simbiosis entre las leguminosas y los rizobios da lugar a la formación de nódulos en la 
raíz y a la fijación simbiótica de nitrógeno (Denarie y Cullimore, 1993). La interacción del 
microsimbionte se inicia con un diálogo molecular que involucra flavonoides liberados por 
la raíz, los cuales inducen en la bacteria la síntesis de un lipo-quitooligosacárido conocido 
como Factor Nod (FN), el cual es a su vez es liberado por la bacteria hacia la raíz. El FN 
actúa como un regulador de crecimiento de la planta, disparando los procesos de 
diferenciación que culminan con la formación de las estructuras simbióticas, llamadas 
nódulos. Dentro de los nódulos las bacterias simbióticas se diferencian y se engloban en 
simbiosomas, los cuales son estructuras especializadas intracelulares desarrolladas de 
novo dentro de nódulos de las raíces (Oldroyd y Downie, 2008).  
La fase de entrada del huésped a la raíz es crucial para el establecimiento de las bacterias, 
ésta ocurre a través de los pelos radicales que se curvan en la punta y es seguida de la 
formación de un hilo de infección, el cual se alarga desde la región apical para avanzar 
hacia las células corticales donde se ramifica. Después de reiniciada la división celular de la 
planta, se forma el primordio del nódulo. Cuando los hilos de infección alcanzan las células 
del primordio del nódulo, se liberan las bacterias y se diferencian en bacteroides, al 
tiempo que el nódulo madura para dar lugar a un nódulo funcional fijador de nitrógeno 
(Oldroy et al., 2011). La formación de los nódulos y el establecimiento de los simbiontes 
requieren la reorganización del citoplasma de la célula que determina el avance y la 
dirección exitosa.  
La ruta de señalización de la simbiosis desde la inducción por los FN hasta la formación del 
nódulo es muy conservada y se conoce como ruta simbiótica común. La red de 
señalización que subyace en estas interacciones mutualistas también ha sido muy 
estudiada y se sabe que implica cambios de oscilaciones iónicas y del citoesqueleto 
(Cárdenas et al., 2000; Oldroyd, 2013).  
Los fosfoinosítidos son moléculas que forman parte de las membranas plasmáticas y 
también han sido implicados en la señalización mediada por FN. Sin embargo, se sabe 
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poco sobre su papel en la modulación de la interacción simbiótica (Pingret et al., 1998; 
Engstrom et al., 2002; Charron et al., 2004; Peleg- Grossman et al., 2007; Xue et al., 2009).  
Entre los fosfoinosítidos, el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) es muy importante, su etapa 
final de biosíntesis es catalizada por la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). En Arabidopsis 
thaliana la PI3K está codificada por el gen único para la proteína de clasificación vacuolar 
(VPS34). En las plantas y en Saccharomyces solo se encuentra esta cinasa, la cual 
pertenece a la clase III y no se han reportado cinasas de las clases I y II de la familia PI3K.  
Algunos reportes apuntan a la importancia de la PI3K en el desarrollo y crecimiento de la 
planta (Welters et al., 1994; Lee et al., 2008a; Lee et al., 2008b) y la elevada expresión del 
gen en tejidos simbióticos sugiere que participa durante la simbiosis de plantas 
leguminosas (Hong y Verma, 1994; Hernández et al., 2004; Peleg-Grossman et al., 2007). 
También se ha reportado que la PI3K tiene un papel crucial en disparar la autofagia 
cuando hay limitación de nutrientes y durante la defensa, lo que se conoce como 
respuesta hipersensible, la cual es un tipo de muerte celular programada para constreñir 
la infección por patógenos (Liu et al., 2006).  
Se ha demostrado que PI3K/VPS34 tiene un papel esencial en la autofagia (Klionsky y 
Ohsumi, 1999; Levine y Klionsky, 2004) y cuando PI3K/VPS34 interactúa con otras 
proteínas tales como VPS30/BECLIN 1 y VPS15, forma un complejo multiproteico que 
define esta función (Kametaka et al., 1998). En A. thaliana recientemente se encontró una 
nueva proteína, la SH3P2 (proteína 2 con dominio SH3), que se une a PI3P río abajo de 
este complejo y ha sido implicada en la biogénesis del autofagosoma. El autofagosoma es 
una estructura de doble membrana o multi-membrana que envuelve el material citosólico 
que está destinado para su entrega a la vacuola (Zhuang et al., 2013). La macroautofagia 
(aquí llamada autofagia) es un proceso celular catabólico que implica la entrega de 
componentes citosólicos (incluyendo orgánulos enteros, macromoléculas y patógenos 
invasores) a la vacuola para su degradación y reciclaje (Klionsky y Ohsumi, 1999). La 
autofagia está involucrada en casi todos los aspectos de la vida de la planta, 
particularmente con los relacionados con el déficit y reciclado de nutrientes (Michaeli et 
al., 2016).  
Con estos hallazgos que involucran a la PI3K y PI3P en autofagia, enfocamos nuestra 
atención en determinar su función en la infección de las raíces de poroto por Rhizobium 
tropici durante la formación del hilo de infección y de las células infectadas de los nódulos.  
Con el propósito de conocer el mecanismo de señalización de PI3K de Phaseolus vulgaris 
en el proceso de la simbiosis, se analizó su expresión (PvPI3K) en raíces silvestres de P. 
vulgaris inoculadas con Rhizobium en dos diferentes etapas; las tempranas de 6 a 144 h y 
las tardías de 10 a 30 días post-inoculación. Se encontró un incremento significativo de la 
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expresión de PI3K mediante la técnica de PCR en tiempo real (RT-qPCR) en etapas 
tempranas (a las 96 horas) en raíces inoculadas, comparadas con las no-inoculadas. Su 
expresión también se incrementó en etapas tardías, lo cual se observó en una cinética de 
nodulación alrededor de los 20 días después de la inoculación con la bacteria. 
Nuestro grupo reportó previamente una técnica novedosa para inducir raíces transgénicas 
en plantas compuestas de poroto con Agrobacterium rhizogenes, de tal forma que las 
raíces transformadas son susceptibles de formar nódulos transgénicos al inocularlas con 
Rhizobium (Estrada-Navarrete et al., 2006). En este trabajo se utilizó esta técnica y se 
planteó la estrategia del análisis por genómica funcional. Se utilizó una construcción con el 
promotor del gen de PvPI3K fusionado al gen de la -glucuronidasa (GUS) (Cruz, 2011) 
para obtener raíces transgénicas y estudiar la respuesta de la expresión de PvPI3K a la 
inoculación con rizobios. Se determinó la actividad de GUS, lo que nos permitió analizar su 
expresión diferencial en los tejidos de raíces inoculadas comparadas con las no inoculadas. 
Para conocer la función de la PvPI3K durante la interacción de P. vulgaris con Rhizobium, 
se diseñó una construcción molecular con un RNA de interferencia (RNAi) específico 
dirigido al gen de PvPI3K que lleva a la pérdida de la función. Se transformó 
Agrobacterium rhizogenes K599 con la construcción para obtener raíces transgénicas de 
poroto que nos permitieron analizar el fenotipo simbiótico. Usando esta estrategia se 
tuvieron los avances que se describen a continuación.  
En plantas con pérdida de la función de PvPI3K se observó un fenotipo en el desarrollo de 
la parte aérea de las plantas. Se encontró que el tamaño de las hojas de las plantas con el 
PvPI3K-RNAi fue menor respecto al de las plantas control. Además en estas plantas se 
observó un incremento en la eficiencia fotosintética. 
Se analizó con detalle el fenotipo de las raíces transgénicas durante los eventos de la 
simbiosis por medio de microscopía confocal. Se observaron eventos tempranos de 
infección en las raíces con PvPI3K-RNAi inoculadas con Rhizobium-GFP, incluyendo el 
enrulado y la formación de los hilos de infección. De manera paralela se cuantificaron los 
pelos radicales, que son la vía de entrada del simbionte. Se encontró una disminución en 
los pelos radicales en crecimiento, en la respuesta del enrulado al rizobio y en el avance 
de los hilos de infección en las raíces que poseían el PvPI3K-RNAi comparadas con las 
raíces control.  
Las plantas que contenían el PvPI3K-RNAi se utilizaron para evaluar la nodulación de la 
raíz. En raíces inoculadas con R. tropici se determinó el nivel de transcrito por RT-qPCR. 
Después de 21 días post-inoculación, se encontró una disminución en el número de 
nódulos en las raíces con bajos niveles de transcrito (alrededor de 60%). 
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En levadura se han identificado los genes que codifican para las proteínas VPS34/PI3K, 
BECLINA1/ATG6, VPS15 y ATG14 como integrantes del complejo I implicado en autofagia 
(Kihara et al., 2001a). En plantas, sin embargo, los componentes del complejo de PI3K no 
han sido del todo caracterizados. Por ejemplo el gen Atg14 (por sus siglas, Autophagic 
related gene) no se ha encontrado en Arabidopsis y tampoco la encontramos en la base 
de datos disponible del genoma de poroto Phytozome v11 (http://www.phytozome.net). 
Con el propósito de determinar los niveles de transcrito de los genes involucrados en la 
formación del complejo PI3K de autofagia y el gen Atg8, uno de los genes considerado 
universal para monitorear el proceso de autofagia (Xie et al., 2008), se cuantificó por RT-
qPCR el nivel de transcrito de los genes involucrados en autofagia (Beclina1, Vps15 y Atg8) 
en raíces con pérdida de la función de PI3K (66% de nivel de transcrito disminuido), 
encontrándose que todos disminuyeron en diferentes proporciones.  
Ya que PI3K, BECLINA1 y PI3P (producto de la actividad PI3K) son componentes 
importantes en autofagia para la formación del autofagosoma, se decidió usar otra 
construcción con Beclina1-RNAi para analizar la pérdida de la función de Beclina1 (Cruz, 
2014), así como la expresión de un biosensor, el dominio FYVE que se une específicamente 
al PI3P (Gaullier et al., 1998). Este dominio se ha utilizado previamente para localizar PI3P 
en otras plantas como caupí (protoplastos), tabaco (células BY-2) y  Arabidopsis (células 
epidermales y otros tipos de células) (Vermeer et al., 2006). 
Encontramos que la expresión del dominio FYVE muestra un fenotipo similar al de PvPI3K-
RNAi. En cuanto a la inhibición de los hilos de infección y la pérdida de función del gen que 
codifica para Beclina1 (Beclina1-RNAi), se observó un fenotipo deteriorado en simbiosis, 
similar al observado en las raíces transgénicas con PvPI3K-RNAi. En ambos casos se afectó 
la simbiosis, disminuyendo drásticamente la nodulación de P. vulgaris con R. tropici, 
confirmando que la autofagia es un proceso crucial para esta interacción simbiótica. 
La pérdida de la función de PvPI3K también se analizó en la interacción de P. vulgaris con 
el hongo arbuscular (HA) Rhizophagus irregularis y se observó que la misma afectó 
negativamente la simbiosis. La típica colonización por los hongos arbusculares (HA) que se 
observó en las raíces control (hifas extra e intraradicales, el hipopodium y los arbúsculos) 
no se encontró en las raíces transgénicas con el PvPI3K-RNAi después de tres semanas de 
inoculación. En raíces con pérdida de la función de PvPI3K, se encontró un incremento de 
hifa extraradical (formando los denominados “dedos hinchados”) y una disminución 
significativa tanto en el porcentaje de colonización de la raíz como en la activación de la 
transcripción del transportador de fosfato Pv-PT4, un marcador molecular de colonización 
del hongo arbuscular (Javot et al., 2007). Este resultado adicional confirma, por primera 
vez, el papel de PvPI3K relacionado con la autofagia en dos importantes asociaciones 
mutualistas (Estrada-Navarrete et al., 2016).  
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Finalmente, en la Tesis se discute la expresión de PvPI3K durante la simbiosis, su 
importancia durante el desarrollo de la planta, así como los resultados de la pérdida de la 
función de PI3K en las respuestas tempranas y en la nodulación. Nuestros resultados 
sugieren que la autofagia proporciona precursores para el crecimiento del pelo radical y 
del hilo de infección. Por ser un proceso muy conservado en eucariontes, se discute acerca 
de la participación de PI3K a través de la formación del complejo que determina su 
función en autofagia comparado con el que se conoce en levadura. También se discute el 
mecanismo de regulación del modelo de células animales, recientemente reportado por 
Mi et al. (2015), en el sentido de la participación de componentes cruciales para iniciar la 
autofagia que son: la polimerización de actina en filamentos cortos, la proteína 
relacionada con autofagia ATG8 y los niveles de PI3P. En conjunto, estos datos indican que 
la autofagia tiene una función clave en las interacciones mutualistas entre la planta y los 
microorganismos simbióticos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Resumen 
 13 
ÍNDICE GENERAL  
                                                                                                                                               
 
 Página 
DEDICATORIA                                                                4 
AGRADECIMIENTOS                                                                                                                5 
RESUMEN                                                                                                                                    7 
ÍNDICE GENERAL 13 
ÍNDICE DE FIGURAS 18 
ÍNDICE DE TABLAS 21 
LISTA DE ABREVIATURAS  22 
 
 
CAPITULO I. INTRODUCCIÓN                                                                                                 
I.1  Phaseolus vulgaris (L.), su origen y características generales                                   25 
I.2  La importancia del estudio de P. vulgaris                                                                     26 
I.3  Phaseolus vulgaris como leguminosa modelo                                                             28 
I.4  La fijación biológica del nitrógeno y la simbiosis                                                      29 
      I.4.1   La capacidad simbiótica de las leguminosas 30   
I.5  La simbiosis rizobio-leguminosa y la formación del nódulo                                     30 
      I.5.1   El reconocimiento y el dialogo molecular simbiótico 31 
      I.5.2   Respuesta inicial de la simbiosis, el enrulado del pelo   radical                      33 
      I.5.3   La infección bacteriana y la organogénesis del nódulo                                  34 
      I.5.4   La formación del hilo de infección en el pelo radical                                      34 
      I.5.5   La formación del nódulo                                                                                      36 
I.6  El establecimiento de la simbiosis                                                                                 38 
I.7  Factores involucrados en la señalización simbiótica                                                  39 
I.8  Los fosfoinosítidos de plantas                                                                                        41 
I.9  El dominio FYVE se une específicamente al fosfatidilinositol 3-                     
fosfato                  
42 
I.10  La familia de las fosfatidilinositol 3-cinasas y su clasificación                                  44 
I.11    Fosfatidilinositol 3-cinasa clase III 47 
I.12  PI3K clase III participa en la formación de autofagosomas en plantas                   48 
I.13  Posible relación con el proceso simbiótico                                                                52 
I.14  Métodos de estudio de la función de PI3K                                                                53 
I.15  Hipótesis 54 
I.16  Objetivos                                                                                                                          54 
      I.16.1  General                                                                                                                  54 
      I.16.2  Específicos                                                                                                            55 
 
 14 
CAPITULO II. MATERIALES Y MÉTODOS 
II.1      Cepas utilizadas en este trabajo                                                                                  57 
II.2      Plásmidos utilizados 58 
II.3      Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 59 
II.4      Soluciones 60 
II.5      Oligonucleótidos usados en éste trabajo  62 
II.6      Biología Molecular 63 
      II.6.1   Purificación de plásmido 63 
      II.6.2   Purificación de DNA genómico 63 
      II.6.3   Extracción de RNA  63 
      II.6.4   Electroforesis de DNA              64 
      II.6.5   RT-PCR in situ 64 
      II.6.6   RT-PCR semicuantitativo 65 
      II.6.7   Cuantificación de los niveles de transcrito por análisis de             
transcripción reversa cuantitativa (RT-qPCR en tiempo real) 
66 
                 II.6.7.1  Síntesis de cDNA 66 
                 II.6.7.2  Reacción de qPCR 66 
      II.6.8    PCR de colonia 67 
II.7      Estudios Bioinformáticos 67 
      II.7.1    Análisis filogenético 67 
      II.7.2    Números de acceso del Banco de genes 68 
      II.7.3    Obtención del clon de PI3K de Phaseolus vulgaris 69 
II.8      Construcción de vectores 69 
      II.8.1   Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR 69 
      II.8.2   Clonación de productos de PCR en el vector pENTR/D-TOPO 69 
      II.8.3   Transformación de células electro-competentes de E. coli 70 
      II.8.4   Reacción de recombinación con el vector binario 70 
      II.8.5   Preparación de células electro-competentes de A.                   
rhizogenes 
72 
II.9      Generación de plantas compuestas de P. vulgaris 72 
      II.9.1    Desinfección y germinación de semillas 72 
      II.9.2    Preparación del inóculo e infección de las plántulas 73 
      II.9.3    Obtención de raíces peludas de P. vulgaris 74 
II.10         Cuantificación de pelos radicales  74 
      II.10.1  Aislamiento de pelos radicales y puntas de raíz 74 
II.11         Ensayo de nodulación de plantas de Phaseolus vulgaris  75 
II.12       Análisis de la actividad fotosintética de las plantas compuestas de P. 
vulgaris 
75 
II.13   Inoculación con esporas de Rhizophagus irregularis y micorrización  76 
II.14        Tinción de Micorrizas 76 
 15 
II.15        Cuantificación de la colonización micorrícica    77 
II.16        Ensayo de reducción de acetileno 77 
II.17        Análisis microscópico y de imágenes 78 
II.18        Microscopía óptica de nódulos embebidos en resina LR-White 78 
II.19        Análisis estadístico 79 
 
CAPITULO III. CARACTERIZACIÓN BIOINFORMÁTICA DEL GEN PI3K Y 
CONSTRUCCIONES 
 
III.1 Aislamiento del clon de cDNA de PI3K 81 
III.2 Aislamiento del clon genómico de PI3K 83 
III.3 Caracterización de PI3K en Phaseolus vulgaris 84 
III.4 El gen de PI3K de clase III de P. vulgaris, codifica para una cinasa 
conservada 
86 
 III.4.1   Estudios bioinformáticos 86 
III.5 Construcción de RNAi para el mensajero de PvPI3K 88 
III.6 La pérdida de la función de PvPI3K disminuye la autofagia 91 
 
 
CAPITULO IV. EFECTOS DE PI3K EN EL DESARROLLO DE LA PLANTA, LA FOTOSÍNTESIS Y 
LA INTERACCIÓN TEMPRANA CON RIZOBIOS   
IV.1  Niveles de transcrito de PI3K en las raíces silvestres de Phaseolus 
vulgaris 
96 
IV.2  Niveles de transcrito y su localización durante la simbiosis entre P. 
vulgaris  y R. tropici 
98 
IV.3  Localización de transcritos de PvPI3K in situ en nódulos de P. vulgaris 100 
IV.4  PvPI3K se expresa en pelos radicales de P. vulgaris 102 
IV.5  La actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS durante la simbiosis 
nodular de P. vulgaris 
103 
IV.6  La pérdida de la función de PvPI3K afecta el crecimiento de pelos 
radicales 
104 
IV.7  PvPI3K está involucrada en el desarrollo de plantas compuestas de 
poroto 
108 
IV.8  PvPI3K-RNAi afecta el funcionamiento de las hojas de plantas 
compuestas 
109 
IV.9  La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta las respuestas 
tempranas de infección con R. tropici 
112 
  
 16 
 
CAPITULO V. EFECTOS DE PI3K EN LA INFECCIÓN, NODULACIÓN Y FIJACIÓN 
DE NITRÓGENO                                                                                                                                                                          
 
V.1  La pérdida de la función de PvPI3K deteriora la nodulación en las 
plantas compuestas de poroto 
116 
V.2  PvPI3K-RNAi contrarresta la infección de nódulos de P. vulgaris 116 
V.3  La pérdida de la función de PvPI3K daña la fijación de nitrógeno de 
plantas compuestas de poroto 
119 
V.4  La expresión del dominio FYVE imita el daño producido en la 
nodulación en raíces con pérdida de la función de PI3K 
120 
 
CAPÍTULO VI. EFECTOS DE PI3K SOBRE LAS MICORRIZAS DE P. VULGARIS  
VI.1  La simbiosis de hongoss arbusculares (HA) en plantas 124 
VI.2  Los niveles de transcrito y la actividad del promotor de PvPI3K en las 
raíces de P. vulgaris después de la inoculación con el hongo R.  
irregularis 
126 
VI.3  La pérdida de la función de PvPI3K daña la simbiosis de micorrizas 
arbusculares 
128 
VI.4  La pérdida de la función de PvPI3K impide la colonización de hongos 
arbusculares y la expresión del transportador de fosfato PvPT-4 
130 
 
CAPÍTULO VII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  
VII. 1  PI3K participa en dos procesos importantes de Phaseolus vulgaris, la 
simbiosis y el desarrollo celular 
133 
VII.2  La pérdida de la función de PI3K inhibe la infección de P. vulgaris con 
R. tropici y con R. irregularis durante los eventos tempranos de la 
simbiosis 
134 
VII.3  PI3K es esencial para el crecimiento apical de los pelos radicales y del 
hilo de infección de R. tropici 
135 
VII.4  La sobrexpresión del dominio FYVE fenocopia la pérdida de la función 
de PvPI3K durante la nodulación de poroto 
136 
VII.5  El complejo PI3K que inicia el proceso de autofagia es esencial para la 
relación simbiótica de P. vulgaris con Rhizobium y con el hongo 
arbuscular 
136 
VII.6 Avances y perspectivas 139 
 
 17 
 
 
CAPITULO VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS                                                                   142 
 
APÉNDICE 160 
Anexo 1. Alineamiento usado para generar el árbol filogenético de la 
Figura 16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 18 
INDICE DE FIGURAS  
Figura 1 La importancia del estudio de Phaseolus vulgaris 26 
Figura 2  Esquema del proceso del reconocimiento entre la 
leguminosa y los rizobios 
32 
Figura 3 Etapas tempranas de la infección por rizobacterias, el 
enrulado del pelo radical y la formación del hilo de infección 
34 
Figura 4  Modelo de crecimiento del hilo de infección del rizobio en 
los pelos radicales 
36 
Figura 5  Eventos de las etapas de desarrollo de nódulos de tipo 
determinado 
37 
Figura 6  Componentes de la ruta simbiótica común en la señalización 
de los eventos que ocurren durante la interacción mutualista 
entre leguminosas con Rhizobium y con hongos de 
micorrizas arbusculares 
40 
Figura 7 La molécula de PI 41 
Figura 8  Clasificación de la familia PI3K 44 
Figura 9  Actividad de las PI3Ks in vitro 45 
Figura 10  Formación de vesículas autofágicas 49 
Figura 11  Participación del Complejo PI3K en la formación de 
autofagosomas en Arabidopsis 
51 
Figura 12  Esquema del procedimiento de generación de plantas 
compuestas de poroto 
73 
Figura 13  Aislamiento y obtención del clon de cDNA de PvPI3K 82 
Figura 14  Secuenciación del clon genómico de PI3K 84 
Figura 15  Secuencia de nucleótidos del clon de cDNA de PI3K de P. 
vulgaris y la secuencia de aminoácidos deducida 
85 
Figura 16  Organización del gen, la proteína y el análisis filogenético de 
PI3Ks clase III 
87 
Figura 17 Diagrama de obtención del clon pTDT-PvPI3K-RNAi 89 
 19 
Figura 18  Construcción del RNA de interferencia para el mensajero de 
PvPI3K 
91 
Figura 19  La pérdida de la función de PvPI3K disminuye los niveles de 
transcrito de genes  de autofagia 
93 
Figura 20  La pérdida de la función de Beclina1 disminuye la nodulación 94 
Figura 21  Niveles de expresión del gen PvPI3K en Phaseolus vulgaris 
silvestre inoculado con R. tropici CIAT899 
96 
Figura 22  Perfil de expresión de PvPI3K de acuerdo al Atlas de 
Expresión Génica de  Phaseolus vulgaris; PvGEA (cv. Negro 
Jamapa) 
97 
Figura 23  Niveles de transcrito de PvPI3K en las raíces de Phaseolus 
vulgaris tipo salvaje 
99 
Figura 24  Localización de transcritos PvPI3K en nódulos de Phaseolus 
vulgaris 
101 
Figura 25  Actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS en las raíces de 
Phaseolus vulgaris 
102 
Figura 26  La actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS durante la 
simbiosis 
104 
Figura 27  Niveles de transcrito de raíces silenciadas en PvPI3K 105 
Figura 28  La pérdida de la función de PvPI3K afecta el crecimiento de 
pelos radicales y el desarrollo de las plantas compuestas 
107 
Figura 29 La pérdida de la función de PvPI3K afecta el desarrollo de las 
plantas compuestas 
109 
Figura 30 La pérdida de la función de PI3K incrementa el 
funcionamiento de las hojas 
111 
Figura 31  La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta la respuesta 
temprana de infección con R. tropici 
113 
Figura 32 Fenotipo de nodulación en las raíces de poroto con la 
pérdida de la función de PvPI3K 
116 
 20 
Figura 33 La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta el desarrollo 
del nódulo de la raíz 
118 
Figura 34 Actividad de la nitrogenasa en nódulos transgénicos de P. 
vulgaris 
119 
Figura 35 La expresión del dominio FYVE imita el daño en la 
nodulación producido en raíces con pérdida de la función de 
PI3K 
121 
Figura 36 Fenotipo del hilo de infección del pelo radical de P. vulgaris 
expresando el dominio FYVE   
122 
Figura 37 Esquema de la simbiosis de micorrizas arbusculares en 
plantas con flores 
125 
Figura 38  Niveles de transcrito de PvPI3K y actividad del promotor de 
PvPI3K en raíces de P. vulgaris después de la inoculación con 
Rhizophagus irregularis 
127 
Figura 39 La pérdida de la función de PvPI3K perjudica la simbiosis de 
micorrizas arbusculares de P. vulgaris 
129 
Figura 40  La pérdida de la función de PvPI3K inhibe la colonización de 
micorrizas arbusculares y los niveles de transcrito del 
transportador de fosfato (PvPT-4) 
130 
Figura 41 Modelo propuesto de la participación de PI3K en las células 
epidérmicas de la raíz durante la formación de estructuras 
endosimbióticas 
138 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 21 
INDICE DE TABLAS   
Tabla 1 Cepas utilizadas en este trabajo   57 
Tabla 2  Plásmidos utilizados   58 
Tabla 3  Solución B&D  60 
Tabla 4 Solución de aislamiento de DNA 61 
Tabla 5  Solución D concentrada 61 
Tabla 6  Oligonucleótidos usados en este trabajo 62 
Tabla 7 Números de acceso de las secuencias de las proteínas PI3K clase 
III utilizadas para el alineamiento y el árbol filogenético  
68 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 22 
 
ABREVIATURAS 
CaMV 35S  promotor del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor 
CCaMK  calcium calmodulin dependent serine/treonine protein kinase, también 
llamado DMI3 
cDNA  ácido desoxirribonucleico copia 
CT  ciclo umbral de detección de qPCR 
DMI1  gen does not make infections, también llamado POLLUX  
DNA  ácido desoxirribonucleico 
dpi  días post-inoculación 
DS  Desviación estándar  
EDTA  ácido etilendiamino tetra-acético 
EF1α  Factor de elongación 1 
ENODs  Early Nodulins 
EPS  Exopolisacáridos 
ERN  Ethylene Response Factor Required for Nodulation 
FMyc  Factores de Micorrización 
FN  Factores de Nodulación  
FYVE domain  Sigla formada de las primeras cuatro proteínas donde se encontró [Fab1; 
YOTB (yeast orthologue of PIKfyv),  Vac1 (vesicle transport protein) y EEA1 
(Early Endosome Antigen1) 
GFP  Green Fluorescencent Protein 
GO  Gene Onthology 
GTP  guanosina tri-fosfato 
GUS  β-glucuronidasa 
h  hora 
ha  hectárea 
HA  Hongo arbuscular  
HD-Zip  homeodomain-leucine zipper 
His  epitope de histidinas 
hpi  horas post-inoculación 
HR  Hypersensible response 
Hrs  hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 
IPD3  interacting protein of DMI3 
LCOs  Lipoquitoligosacaridos  
LPS  Lipopolisacáridos 
LRR 
LY 
 leucine rich repeat 
 LY294002 
LYK3  LysM domain receptor like kinase III 
LysM  N-acetyl-glucosamine binding lysin motifs 
LysMRLK  receptores con dominios LysM 
 23 
mg  miligramo 
miRNA  microRNA 
min  minutos 
MOPS  ácido 3-(N-Morfolino) propanosulfónico ácido 4-(N-Morfolino)                    
propanosulfónico 
mRNA  RNA mensajero 
MVBs  Multivesicular Bodies 
MP 
NFP 
NFR1/5 
 marcador de peso molecular 
Nod Factor Perception  
Nod Factor Receptor 1 / 5 
NSP2  Nodulation Signaling Pathway 2  
NUP  nucleoporina 
OD600   Densidad Óptica de una muestra medida con una longitud de onda de 600      
nm 
pb  pares de bases 
PBS-T  amortiguador de fosfato salino con Tween 20% 
PCR  reacción en cadena de la polimerasa 
PI  Fosfatidilinositol 
PI3K  Fosfatidilinositol 3-cinasa 
PI3P  Fosfatidilinositol 3-fosfato 
PIP  Fosfatidilinositol fosfato 
PT-4  Transportador de fosfato-4 
RE  Retículo endoplasmático 
RLK  receptor like kinase 
RNA  ácido ribonucleico 
RNAi  RNA de interferencia 
RT-qPCR  Real Time, Reacción en cadena de la Polimerasa Cuantitativa 
RT  transcripción reversa 
SDS  dodecil sulfato de sodio 
SEM  error estándar de la media 
S 
SYMRK 
 segundos 
Symbiosis receptor-like kinase 
TBE  tris buffer EDTA 
TBS  tris buffer salino 
T-DNA  DNA de transferencia  
TF  Transcription Factor 
TGN 
WM 
 Trans Golgi Network 
Wormanina 
xg  veces de gravedad 
YFP  Yellow fluorescent protein 
 
 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                           CAPÍTULO I 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Georgina Estrada-Navarrete                                                                                                        Capítulo I. Introducción                                                                                                                      
 25 
 
I.1 Phaseolus vulgaris (L.), su origen y características generales 
Phaseolus vulgaris (L.) también conocido como poroto, frijol, alubia, caraota o judía, es 
una planta que se originó en América y se domesticó en dos localidades geográficas que 
abarcan dos grandes zonas de dicho continente. Las distintas variedades existentes 
derivan de un ancestro común de más de 100.000 años de antigüedad, con dos grupos 
genéticamente bien diferenciados; uno en Mesoamérica (del Norte de México a Colombia) 
y otro en la región andina (Sur de Perú, Bolivia y Noroeste de Argentina). Estos grupos 
silvestres se domesticaron de manera independiente y paralela en ambas regiones hace 
aproximadamente 8.000 años (Bitocchi et al., 2013). Los porotos secos de ambos grupos 
genéticos se llevaron a la Península Ibérica hace 500 años y se distribuyeron al resto de 
Europa, África y Asia tiempo después (Castro-Guerrero et al., 2016) (Figura 1 A). P. 
vulgaris es la especie más conocida del género Phaseolus, el cual  pertenece a la familia 
Fabaceae, subfamilia Faboideae. La familia de las Fabáceas (Fabaceae) o Leguminosas 
(Leguminosae) está compuesta de tres subfamilias. Sin embargo, existe información y 
evidencias moleculares y morfológicas que sustentan que las leguminosas son un sola 
familia (Lewis et al., 2005).  
 
En el continente americano el género Phaseolus es el más diverso y con mayor 
distribución. En México se encuentran aproximadamente 65 especies de 150 de este 
género, las cuales se cultivan en amplias zonas de distintos ambientes ecológicos, desde 
casi el nivel del mar hasta los 3.000 m de altura. La mayoría de las especies de Phaseolus 
49 de ellas crecen desde ambientes templados a fríos, subhúmedos a semiáridos y diez 
de ellas son exclusivas de bosques de coníferas y encinos. México cuenta también con una 
amplia diversidad de variedades cultivadas o razas criollas cada una adaptada localmente, 
desplegando diferentes tipos de crecimiento, coloración de flor, fruto y semillas (Figura 1 
B). Paradójicamente, la especie más estrechamente emparentada con P. vulgaris, P. 
viridis, solo crece en tres estados de la República Mexicana, en dos tipos de vegetación y 
sus poblaciones son escasas en número de individuos. Existen también varias especies 
silvestres, que de manera similar, habitan solo en pocos tipos de vegetación y en 
poblaciones reducidas; al parecer, han permanecido y resistido así por varios miles de 
años (Delgado-Salinas et al., 2006). 
 
 
I.2 La importancia del estudio de P. vulgaris 
Entre las características generales por las cuales el estudio de P. vulgaris es considerado 
de especial interés se encuentran: primera, su valor nutricional, ya que es un 
constituyente fundamental en la dieta alimenticia humana desde los orígenes de la 
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civilización. Segunda, porque ha sido y es un producto con un gran valor comercial (Figura 
1 C). Tercera, pertenece a la familia de plantas más numerosa después de las gramíneas, 
con unos 700 géneros y alrededor de 18.000 especies que van desde pequeñas hierbas 
hasta los grandes árboles, se caracterizan por tener vaina y se encuentran ampliamente 
distribuidas a nivel mundial. Finalmente, por la relación simbiótica con los 
microorganismos del suelo (Figura 1 D). 
 
 
Figura 1. La importancia del estudio de Phaseolus vulgaris. (A) Distribución geográfica seguida de 
la domesticación en América. (B) Fotografías de algunas variedades de las cinco especies 
comestibles mesoamericanas y andinas. Cultivares: (a) Negro Jamapa; (b) BAT93; (c) Flor de mayo; 
(d) Morelos; (e) Dor364; (f) Vaquita; (g) Morelia; (h) Chiapas; (i) Morelos; (j) Oaxaca; (k) SINAREFI; 
(l) UNALM-1;  (m) Peruano y (n) G19833. Se puede observar la diversidad de frijol en términos de 
forma tamaño y color. (C) La producción del poroto (millones toneladas) a nivel mundial en las 
últimas décadas muestra que África tiene un rápido crecimiento comparada con la producción en 
Asia y América (gráfica creada con datos disponibles en http://faostat3.fao.org). (D) La asociación 
de poroto con hongos arbusculares y bacterias fijadoras de N2 facilita la absorción y asimilación de 
fosforo y nitrógeno (Figura modificada de Castro-Guerrero et al., 2016). 
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Valor nutricional de P. vulgaris 
El cultivo de P. vulgaris es el tercero más importante en el mundo por su alto contenido 
proteico (20-30%) después de la soja y el maní (Singh et al., 1999). 
La combinación cereal-leguminosa es una fuente de proteína de alto valor nutritivo. Las 
leguminosas son deficientes en metionina, pero contienen lisina, complementando a los 
cereales, los cuales son deficientes en lisina y ricos en metionina. 
 
P. vulgaris es una fuente importante de proteínas y calorías, más de 200 millones de 
personas en el África subsahariana dependen de este cultivo como un alimento básico 
(Schmutz et al., 2013). En los países en desarrollo también es una buena fuente de 
minerales ya que contiene más hierro (alrededor de 55 g / g) y zinc (alrededor 35 g / g) 
que los cereales (Beebe et al., 2000). En México representa el 36% de la ingesta diaria de 
proteínas. Los porotos de P. vulgaris son una fuente excelente de minerales con efectos 
benéficos para la salud por su alto contenido de tiamina, riboflavina, niacina y ácido fólico. 
Una ingesta regular de porotos de P. vulgaris favorece la disminución de los niveles de 
colesterol y reduce los riesgos de padecer cáncer (Anderson y Gustafson, 1989). En su 
cascarilla, específicamente en los porotos de tonalidades oscuras, existen antioxidantes de 
la familia de los flavonoides conocidos como antocianinas que tienen propiedades 
anticancerígenas, antitumorales y antiinflamatorias, entre otras (Galvez y Salinas, 2015). 
La fibra dietética de P. vulgaris contiene celulosa y hemicelulosa que previenen la 
constipación y mantienen el índice glicémico fisiológico normal. Además, posee 
componentes que se vinculan con una reducción en la síntesis de ácidos grasos en el 
organismo (Oohmah et al., 2010).  
 
Importancia en la economía mundial 
En América Latina se produce casi la mitad de la producción mundial de porotos de            
P. vulgaris, siendo Brasil y México los principales países productores. A nivel mundial los 
principales productores son Brasil, India, China, Myanmar o Birmania (Asia), México y 
Estados Unidos de América (http:// apps.fao.org/faostat). El consumo per cápita, la 
extensión territorial requerida para su cultivo y el costo de producción, convierten a este 
cultivo en una valiosa fuente económica para los distribuidores. 
Dos de los principales países productores, India y Brasil son los mayores consumidores y 
juntos concentran el 43% del consumo global. Es importante señalar que de los grandes 
productores solo Myanmar, China y Estados Unidos exportan este producto, China lo 
consume poco y Myanmar solo lo exporta. Brasil consume toda su producción e importa 
una pequeña cantidad, mientras que México importa esta leguminosa en proporción 
equivalente a Brasil.  
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En México se cultivan cerca de 70 variedades de P. vulgaris que se distribuyen en siete 
zonas diferentes del país. Sin embargo, su consumo ha disminuido a partir de los años 
sesenta cuando el registro anual era de 18,45 kg per cápita, mientras que se estimó en el 
2013 de 10,2 kg (Sistema de Información Agroalimentaria y Pesquera de México, SIAP, 
2104).  
 
I.3 Phaseolus vulgaris como leguminosa modelo 
Se han generado diversas herramientas para la investigación de las bases moleculares del 
proceso de simbiosis con base al estudio de dos especies de leguminosas modelo, 
Medicago truncatula y Lotus japonicus que presentan sistemas diferentes de nodulación 
de raíz. Posteriormente, P. vulgaris también fue considerada como planta modelo debido 
al tamaño relativamente pequeño de su genoma (estimado de 597-637 megapares de 
bases, Mb), el caracter diploide de su genoma y al hecho de que no presenta rearreglos 
cromosomales complejos (comparados con los que se encuentran en otras leguminosas) 
en conjunto estas características permiten el análisis genético de esta especie. Además, su 
estrecha relación con otras especies de Phaseolus sp. (P. acutifolius, P. coccineus y P. 
lunatus) y con otras leguminosas [Glycine max (soja), Cajanus cajan (frijol de palo), Vigna 
unguiculata (caupi) y Vigna radiata (soja verde)] hace de P. vulgaris un buen modelo para 
estudios de genómica comparativa.  
 
Existen diferentes herramientas e información genómica de P. vulgaris disponibles para 
estudiar la diversidad de la especie, tales como mapas de ligamiento, colecciones de 
marcadores, bibliotecas de cromosomas artificiales bacterianos (BAC, Bacterial Artificial 
Chromosome), un mapa físico y la secuencia del genoma completo (McClean et al., 2008; 
Gepts et al., 2008). Recientemente, se han secuenciado dos genomas, uno de una 
variedad criolla del acervo Andino (G19833) BeanCap, de 587 Mb con 30.638 loci 
predichos, http://www.phytozome.net/commonbean.php (Schmutz et al., 2014) y otro de 
una línea mejorada del acervo Mesoamericano (BAT93) PhasIbeAm, de 549,6 Mb con 
30.491 loci http://mazorka.langebio.cinvestav.mx/phaseolus/ (Vlasova et al., 2016). 
Estudios de genómica facilitarán la obtención de más información sobre el origen, 
domesticación, evolución, adaptación y mejora de la especie, así como de las estrategias 
para su conservación. 
 
El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) del 
Estado de México (Genesys, http://www.genesys-pgr.org) obtuvo miles de entradas de 
germoplasma de P. vulgaris procedentes de la colección del Banco de Germoplasma del 
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en Colombia. Esta colección se 
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encuentra en el Centro Nacional de Recursos Genéticos de México, en Jalisco. Este 
material estará disponible para su utilización en programas de mejora del cultivo. 
P. vulgaris es un cultivo que ha sido recalcitrante a la transformación genética y a la 
regeneración. Sin embargo, se han desarrollado metodologías para la obtención de 
plantas compuestas con la parte aérea silvestre y raíces transgénicas mediante el uso de la 
bacteria Agrobacterium rhizogenes. 
Cabe señalar que los transgénicos de P. vulgaris no conllevan riesgos de propagación 
presentes en otros cultivos como el maíz, debido a que P. vulgaris es una planta con alta 
autogamia y cuando se establece la floración, ésta ya está polinizada. Por lo tanto no es 
factible una fecundación por polen externo, ni que éste se libere al medio como polen 
transgénico.  
 
I.4 La fijación biológica de nitrógeno y la simbiosis 
El nitrógeno es un nutriente primario limitante en la producción de las plantas (Graham et 
al., 2003). Es sin duda uno de los macronutrientes más importantes requeridos por las 
plantas, siendo un componente esencial de las proteínas, porfirinas, alcaloides y los ácidos 
nucleicos. Sin embargo, la disponibilidad de nitrógeno se limita en muchos suelos, y 
aunque la atmósfera terrestre se compone de 78,1 % de nitrógeno  molecular (N2), las 
plantas no pueden utilizar esta forma de nitrógeno. El proceso por el cual el nitrógeno 
atmosférico se reduce a amoniaco (NH3) se puede dar de manera industrial, a través de la 
reacción de Haber-Bosch, o biológica a través de microorganismos fijadores de nitrógeno 
conocidos como diazótrofos y constituyen el principal punto de entrada del nitrógeno 
atmosférico al ciclo del nitrógeno (Howard y Rees, 1996). 
 
Los organismos capaces de fijar nitrógeno reducen el N2 a NH3 por medio de un complejo 
enzimático muy sensible al oxígeno llamado nitrogenasa (Lee et al., 2014). Esta enzima 
esta presente tanto en bacterias de vida libre como en bacterias que establecen 
relaciones simbióticas. El término simbiosis (del griego: σύν, syn, 'juntos'; y βίωσις, biosis, 
‘vivir’) fue descrito en 1897 por el botánico alemán Anton de Bary como “la vida en 
conjunción de dos organismos disímiles, normalmente en íntima asociación y por lo 
general con efectos benéficos para al menos uno de ellos” (de Bary et al., 1897, citado por 
Relman, 2008). Las bacterias simbióticas establecen relación con otros organismos 
principalmente con plantas leguminosas y es referida como la fijación biológica del 
nitrógeno.  
 
La familia de las leguminosas puede obtener nitrógeno a través de su asociación 
simbiótica con organismos procariotas fijadores de nitrógeno. Dicha asociación 
comprende a la mayoría de las especies de leguminosas y a las bacterias del Phylum 
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Proteobacteria, entre ellas las pertenecientes al género Rhizobium, que establecen 
relaciones simbióticas con plantas leguminosas como poroto de P. vulgaris (Geurtz y 
Bisseling, 2002). Una vez que se establece la simbiosis, las bacterias del género Rhizobium 
fijan nitrógeno atmosférico y lo proveen a su huésped.  
 
Debido a que el nitrógeno es un factor limitante para el crecimiento y el desarrollo de las 
plantas, la capacidad de las leguminosas para establecer una simbiosis les proporciona 
una clara ventaja sobre otras especies de plantas. La simbiosis les permite lograr una 
adecuada nutrición acorde a su capacidad productiva y así las leguminosas dejan de ser 
dependientes en gran medida de la disponibilidad de nutrientes nitrogenados en el suelo.  
 
La fijación biológica del nitrógeno es una alternativa al uso de fertilizantes. Las 
asociaciones simbióticas entre leguminosas y rizobios fertilizan el suelo y se calcula que 
incorporan aproximadamente 40 millones de toneladas de nitrógeno cada año (Udvardi y 
Poole, 2013). 
 
I.4.1 La capacidad simbiótica de las leguminosas 
La mayoría de las plantas terrestres desarrollan interacciones de mutualismo con los 
microorganismos del suelo, por las cuales ambos participantes obtienen beneficios. La 
planta recibe del microorganismo principalmente nutrientes, minerales (particularmente 
fosfatos) nitrógeno y agua, en tanto que éste obtiene de la planta hidratos de carbono y 
vitaminas (Parniske, 2008). 
 
Las leguminosas desarrollaron simbiosis con bacterias del género Rizhobium presentes en 
el suelo, las cuales fijan N2 después de haberse establecido endosimbióticamente dentro 
de los nódulos de las raíces de la planta. Algunos rizobios pueden fijar nitrógeno 
atmosférico independientemente de su planta hospedera. La planta obtiene acceso a 
nitrógeno fijado por las bacterias, mientras que el microorganismo consigue un acceso 
privilegiado a las fuentes de carbono de origen vegetal. Esta capacidad de hacer simbiosis 
con bacterias fijadoras de nitrógeno hace de las leguminosas, como Phaseolus vulgaris 
(poroto), plantas de conveniente cultivo porque favorecen la recuperación de la fertilidad 
del suelo en siembras rotativas y pueden reducir significativamente el uso de fertilizantes 
nitrogenados para su desarrollo, estableciéndose de esta manera sistemas más 
productivos y sustentables. 
 
I.5. La simbiosis rizobio-leguminosa y la formación del nódulo 
Dentro de los organismos que forman simbiosis con plantas leguminosas están los que 
pertenecen a la familia Rhizobeaceae, la cual está constituida por un grupo heterogéneo 
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de microorganismos gram negativos pertenecientes los géneros Azorhizobium, 
Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium y se 
denominan genéricamente rizobios. Se sabe que también existe simbiosis entre algunos 
géneros de plantas no leguminosas del género Parosponia con rizobios (Trinick, 1973; 
Akkerman et al., 1978). Por otro lado, se han descrito nuevos géneros capaces de 
establecer simbiosis y formar nódulos con leguminosas, algunos pertenecientes al grupo 
de las -proteobacterias y otros al grupo de las β-proteobacterias como Burkholderia y 
Ralstonia (Willems, 2006).  
 
La simbiosis entre cada especie de leguminosa y de Rhizobium es específica. El género 
Rhizobium forma nódulos en las raíces de las leguminosas de origen templado, se 
caracteriza por un crecimiento rápido en vida libre, los genes relacionados con la fijación 
se encuentran en plásmidos y ha sido ampliamente estudiado por su importancia en la 
actividad agrícola y forestal.  
 
La interacción entre los rizobios y las raíces de las plantas leguminosas compatibles, 
induce el desarrollo y la formación del nuevo órgano, el nódulo. Éste es una estructura 
especializada de la raíz derivada de las células de la corteza, dentro del cual las bacterias 
se establecen de forma intracelular. El sitio donde se diferencian en bacteroides y 
adquieren la capacidad de fijar el N2. Los nódulos tienen características anatómicas bien 
definidas donde se localizan los bacteroides y los haces vasculares de la corteza interna 
están conectados con aquellos de la raíz de la planta, lo cual facilita el transporte 
bidireccional de sustancias entre el nódulo y la planta huésped (Geurts y Bisseling, 2002).  
 
Los nódulos de las leguminosas de climas tropicales y subtropicales como Phaseolus 
vulgaris se caracterizan por su forma esférica, por su actividad meristemática de tipo 
determinada y por transportar el N2 fijado en forma de ureidos (alantoina o ácido 
alantoico) (Villalobos, 2006). En el nódulo, las bacterias están rodeadas por una 
membrana peribacteroidal que puede encerrar varios bacteroides. Por otro lado, los 
nódulos de leguminosas de climas templados como Medicago truncatula, son de tipo 
indeterminados, de forma alargada, poseen actividad meristemática apical, transportan el 
N2 en forma de amidas principalmente y la membrana peribacteroidal encierra solamente 
un bacteroide (Vance, 1997).  
 
 
I.5.1 El reconocimiento y el dialogo molecular simbiótico 
Las plantas leguminosas pueden desarrollarse sin asociarse con rizobios durante todo su 
ciclo de vida. Sin embargo, en condiciones limitantes de nitrógeno el proceso simbiótico 
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inicia cuando la planta y los rizobios se reconocen a través de un intercambio de señales. 
Las raíces de las leguminosas liberan en la rizósfera compuestos fenólicos como los (iso) 
flavonoides, los cuales son percibidos por los rizobios, quienes en respuesta activan la 
expresión de los genes de nodulación (nod) a través del gen regulador nodD (Phillips y 
Kapulnik, 1995).  
 
NodD es un factor de transcripción que se expresa constitutivamente pero al entrar en 
contacto con los flavonoides se activa, modifica su conformación y se une a los 
promotores bacterianos de los genes nod, los cuales codifican las enzimas que catalizan la 
biosíntesis y secreción de un tipo particular de lipo-quito-oligosacaridos conocidos como 
Factores Nod (FN) (Pieternel y Vanderleyden, 1995). Los FN producidos por estas bacterias 
activan una vía de señalización en las raíces de leguminosa huésped, donde promueven 
tanto la deformación del pelo radical, así como la división celular cortical (Broghammer et 
al., 2012) y la nodulación (Oldroyd et al, 2011) (Figura 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Esquema del proceso del reconocimiento entre la leguminosa y los rizobios.  
La simbiosis inicia como un diálogo entre la planta y la bacteria a través de flavonoides exudados 
por la raíz, que activan los genes bacterianos para la síntesis de los Factores Nod, los cuales a su 
vez disparan la señal para inducir la nodulación de la planta hospedadora de forma específica.  
 
Todos los FN tienen una estructura básica que consiste de un esqueleto de residuos de N–
acetil–D–glucosamina unidos por enlaces β–(1,4) (similares a los de la quitina) sustituido 
por una cadena de ácido graso en la posición C-2 del azúcar no reductor. Además puede 
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contener otros sustituyentes tanto en su extremo reductor como en el no reductor 
(Stougaard, 2001). El esqueleto de carbono puede presentar diversas modificaciones 
químicas que son específicas de cada especie y son las responsables de la compatibilidad 
entre la planta hospedadora y especies particulares de rizobio (Dénarié y Cullimore, 1993). 
La secreción de FN en conjunto con exopolisacáridos (EPS) y la presencia de 
lipopolisacáridos (LPS) en la pared de la bacteria participan en el intercambio de señales 
que resultan en el establecimiento de la simbiosis (Downie, 2010). Se conoce que el tipo 
de flavonoide liberado por cada especie de leguminosa es específico para una especie 
determinada de rizobio (Pueppke y Broughton, 1999). Por su parte, los EPS y LPS tienen 
diferentes funciones según las plantas produzcan nódulos determinados o 
indeterminados. En general, los EPS parecen ser más necesarios en la infección de plantas 
con nódulos indeterminados mientras que el antígeno O de los LPS parece requerirse más 
para la infección de plantas que forman nódulos determinados (Fraysse et al., et al., 
2003). Sin embargo,  se ha observado recientemente que ciertos residuos del EPS de 
Bradyrhizobium diazoefficiens son necesarios para la infección de soja, que produce 
nódulos determinados (Quelas et al., 2010). Además, todos estos polisacáridos parecen 
tener una función en la mitigación de la respuesta de defensa de la planta ante la 
infección por parte de los rizobios. (Skorupska et al., 2006; Carlson et al., 2010).  
 
 
I.5.2 Respuesta inicial de la simbiosis, el enrulado del pelo radical 
Cuando los pelos radicales de la raíz detectan los FN, se interrumpe el crecimiento 
simétrico polar y algunas veces se hincha la punta del pelo radical, el cual posteriormente 
reanuda su crecimiento para formar una especie de ramificación (Esseling et al., 2003). 
Este cambio genera una pronunciada curvatura del pelo radical alrededor de la bacteria 
adherida, resultando en una estructura tipo “cayado de pastor (shepherd´s crook)” (Hadri 
y Bisseling, 1998). Las bacterias productoras de FN colonizan la curvatura del pelo radical 
denominado “bolsillo de infección” lo que permite iniciar el desarrollo del hilo de 
infección (Geurts et al. 2005) (Figura 3).  
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Figura 3. Etapas tempranas de la infección por rizobacterias, el enrulado del pelo radical y la 
formación del hilo de infección.  
El proceso de infección de las rizobacterias ocurre coordinadamente con la actividad 
meristemática en las células del córtex. La bacteria libera FN que inducen su curvatura y desde ese 
sitio se inicia el bolsillo de infección que da lugar al hilo de infección. La ruta de crecimiento del 
hilo de infección está pre-establecida por los hilos de pre-infección y progresa hacia el interior del 
córtex donde el primordio de nódulo se ha formado a través de la división celular (líneas 
punteadas). La división celular en el córtex y en el periciclo inicia muy temprano y precede a la 
iniciación del evento de infección. (Modificada de Oldroyd et al., 2011). 
 
I.5.3 La infección bacteriana y la organogénesis del nódulo 
Durante la formación del nódulo radical ocurren dos procesos simultáneamente: la 
infección y la organogénesis del nódulo. Para que los rizobios puedan colonizar las células 
del parénquima de la raíz y más tarde establecerse en el nódulo deben atravesar las 
células de la epidermis y del córtex (Geurts y Bisseling, 2002). Es en el cortex donde las 
bacterias serán liberadas y posteriormente realizarán la fijación de nitrógeno (Geurts y 
Bisseling, 2002). Se sabe que en muchas leguminosas, los pelos radicales son la vía común 
de infección y las puntas de los pelos radicales que están emergiendo son los sitios 
preferidos de unión de los rizobios (Emerich y Krishnan, 2014). Así, la infección bacteriana 
vía los pelos radicales conduce a la formación de los hilos de infección (Oldroyd et al, 
2011).  
 
I.5.4 La formación del hilo de infección en el pelo radical 
Los FN inducen el influjo de Ca2+ que se asocia con el foco de infección y probablemente 
con la reorientación del crecimiento del pelo radical hacia adentro, esto implica la 
invaginación de la pared celular de la planta con la extensión de la membrana plasmática 
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(Miwa, 2006). En el inicio del crecimiento del hilo de infección se propone que participan 
enzimas que degradan la pared celular sin causar la ruptura de la célula y se encuentran 
localizadas en el sitio de infección de las rizobacterias (Turgeon y Bauer, 1995; Ridge y 
Rolfe, 1985). Entre estas enzimas se encuentran las pectin-metiltransferasas y 
poligalacturonidasas, las cuales tienen funciones en la modificación de la pared celular.  
 
Estas enzimas, que se inducen durante la infección por el rizobio, tienen homólogos 
expresados durante el crecimiento del tubo polínico, lo que sugiere una función de 
crecimiento polarizado (Muñoz, 1998; Rodríguez-Llorente et al, 2004). En esta etapa se 
requiere de polisacáridos de la superficie bacteriana que pueden actuar como moléculas 
señalizadoras (Gibson et al., 2008). 
 
La dirección de crecimiento sostenido del hilo de infección dentro del pelo radical la 
determina la migración del núcleo cerca del foco de infección conectado al hilo de 
infección a través de filamentos de actina y microtúbulos (Gage, 2004; Nutman, 1959). Las 
células corticales en división desarrollan el pre-hilo de infección, estructura que anticipa la 
dirección del crecimiento. Los hilos de infección forman un conducto parecido a un tubo 
que le permite a la bacteria dividirse y moverse desde la punta del pelo radical. Al avanzar 
a la célula cortical adyacente, se reposiciona su núcleo formando un puente citoplásmico 
para establecer el pre-hilo de infección (Brewin, 2004). Como se puede observar en la 
Figura 4, la formación y el mantenimiento del hilo de infección requiere de material de la 
pared celular, así como también del citoesqueleto y del tráfico vesicular que provea la 
materia prima para la síntesis de membrana plasmática, pared celular y proteínas (Oldroy 
et al., 2011).  
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Figura 4. Modelo de crecimiento del hilo de infección del rizobio en los pelos radicales.  
La formación del hilo de infección activa el influjo de Ca2+ en el ápice de éste, lo que afecta la 
flexibilidad de la membrana plasmática y la fusión de vesículas. La producción de especies 
reactivas de oxígeno, por parte de NADPH oxidasas, es inducida por los FN y es otro de los 
elementos requeridos para el crecimiento del hilo de infección. El citoesqueleto es esencial en el 
crecimiento del hilo de infección, los microtúbulos determinan la dirección del crecimiento hacia 
el sitio de influjo de Ca2+. La actina filamentosa (Actina-F) provee la estructura para el transporte 
de vesículas y la migración del hilo de infección hacia el núcleo. Además, la estructura de actina-F y 
los microtúbulos son requeridos para la endocitosis y el reciclaje de subdominios de membrana 
plasmática, por tanto podrían regular la señalización mediada por proteínas de membrana. Las 
pequeñas proteínas G cumplen un importante papel en el crecimiento polar, regulando la 
dinámica de actina-F y el tráfico de vesículas (Modificada de Oldroyd et al., 2011). 
 
El hilo de infección lleno con bacterias proliferantes crece y se extiende a lo largo del pelo 
radical hasta que se une a la pared celular (la cual se degrada) en la interfase con la célula 
cortical subyacente (Vanbrussel et al., 1992). El proceso de crecimiento del hilo de 
infección continúa a través de múltiples células corticales donde se ramifica y deposita las 
bacterias en el primordio de nódulo (Oldroyd et al., 2011). 
 
 
I.5.5 La formación del nódulo 
La organogénesis del nódulo requiere que los FN se unan a receptores tipo cinasa 
específicos que se encuentran sobre la membrana plasmática y que disparan una vía de 
señalización de calcio, la cual activa la transcripción de genes que están involucrados en el 
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desarrollo del nódulo (Broghammer et al., 2012). Esta señalización dirige a la 
diferenciación y división de las células corticales de la raíz, la cual en algunas especies da 
origen a nódulos de tipo determinado como en el caso de P. vulgaris, G. max y Vicia. spp. 
En estas especies el primordio se origina de células corticales externas que dan lugar a un 
meristema transitorio (Figura 5).  
 
 
 
Figura 5. Eventos de las etapas de desarrollo de nódulos de tipo determinado.  
En los eventos tempranos el rizobio entra por el pelo radical a través del hilo de infección que se 
forma en la epidermis de la raíz, al tiempo que se observan las células en división en la capa de 
células sub-epidérmicas. Las capas de células adicionales se dividen después, conduciendo a la 
formación del primordio de nódulo. En los eventos tardíos, los hilos de infección avanzan, se 
ramifican y se liberan en el primordio de nódulo. Se alojan en las células corticales dentro de 
simbiosomas donde se diferencian en bacteroides fijadores de nitrógeno que requieren de una 
gran demanda energética. Continúa la invasión del rizobio y la maduración del nódulo. Los nódulos 
de tipo determinado como P. vulgaris, no desarrollan un meristemo persistente y por lo tanto 
todas las células invadidas están en una fase de desarrollo similar. Ep, epidermis; Es, estela; Pe, 
periciclo; En, endodermis; Co, cortex; Ba, bacteroides; Le, lenticelas; ZFN2, zona de fijación de 
nitrógeno; Va, vasculatura; CL, capa de células límite; CE, capa escleroidal (modificada de Ferguson 
et al., 2010). 
 
En otras leguminosas como M. sativa (alfalfa), M. truncatula y especies de Trifolium 
(trébol) se producen nódulos de tipo indeterminado que son alargados y presentan uno o 
más meristemas persistentes, además se caracterizan porque el primordio del nódulo 
deriva de células corticales internas que originan el meristema persistente (Gibson, 2008). 
En ambos casos, la formación depende del desarrollo de la planta, no de la bacteria 
(Limpens, 2005). 
Se ha sugerido que la organogénesis del nódulo además involucra alguna señal difusible, 
particularmente de auxinas y citocininas (Oldroyd et al., 2011). Algunos de los genes de la 
planta que se inducen inicialmente en presencia de los FN y también durante el desarrollo 
del nódulo han sido referidos como nodulinas (Denancé et al, 2014). De acuerdo a su 
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expresión espacio-temporal se clasifican en nodulinas tempranas (ENODs, Early Nodulins) 
antes de la fijación de nitrógeno y nodulinas tardías, después de iniciada la fijación de 
nitrógeno (Ehrhardt et al., 1996; Catoira, 2000). Asimismo, los FN inducen la expresión de 
genes implicados en la remodelación del citoesqueleto, la pared celular y el ciclo celular 
(El Yahyaoui et al., 2004; Lohar et al., 2006).  
 
I.6 El establecimiento de la simbiosis 
Los rizobios se establecen en el primordio del nódulo mediante la formación de 
compartimientos membranales especializados en los cuales se hospedan 
intracelularmente. Estos compartimentos están formados por una membrana derivada de 
la planta, llamada membrana peribacteroidal, la cual rodea al rizobio (Geurtz y Bisseling, 
2002). La membrana peribacteroidal representa una interfase simbiótica que facilita el 
intercambio de nutrientes y señales de una manera regulada.  
 
A través de la membrana peribacteroidal se controla el flujo de carbono y nitrógeno desde 
y para los bacteroides, además del suministro de todos los elementos requeridos para el 
metabolismo bacteriano incluyendo fósforo, azufre, potasio, sodio, calcio, vanadio, hierro, 
molibdeno, níquel, cobalto y cofactores (Rosendahl et al., 1991). El mecanismo de importe 
y exporte de una gran cantidad de señales y nutrientes se realiza a través de 
transportadores, pero se conoce poco acerca de éstos (Udvardi y Poole, 2013).  
 
Los rizobios dentro de la membrana peribacteroidal se encuentran diferenciados 
morfológica y funcionalmente en bacteroides, constituyendo el simbiosoma que 
representa al compartimento celular especializado para la fijación biológica de nitrógeno 
bajo condiciones de anaerobiosis (Geurtz y Bisseling, 2002). Una característica de los 
rizobios es que la gran mayoría fijan nitrógeno únicamente cuando se diferencian en 
bacteroides y expresan al complejo de la nitrogenasa (Yang et al., 1991). Otra 
característica de los bacteroides es que están rodeados de proteínas originadas a partir de 
ambos simbiontes (localizadas en el lumen del simbiosoma) y se denominan proteínas 
clandestinas (moonlighting). En su mayoría, estas proteínas participan en el metabolismo 
de carbono y algunas en el de nitrógeno (Emerich y Krishnan, 2014).  
Los rizobios continuan dividiendose algunas veces mas dentro del simbiosoma, por lo cual 
puede haber más de un bacteroide por simbiosoma. Los simbiosomas continuan 
multiplicandose hasta que las células infectadas alcanzan miles de simbiosomas 
(Mergaeret et al., 2006). Los cambios morfológicos y fisiológicos que sufren estas células 
simbióticas son principalmente: el aumento en el tamaño, la alta actividad metabólica y la 
endoreduplicación del ADN (lo que permite a la célula hacer muchas copias del genoma 
sin que haya división celular) para sostener la demanda energética de la fijación de 
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nitrógeno (Mergaeret et al., 2006). Como los simbiosomas deben ser regenerados de novo 
durante cada ciclo de infección, se estima que también se requieren enormes cantidades 
de membrana para su desarrollo y mantenimiento (Bapaume y Reinhardt, 2012). 
Se ha encontrado que la diferenciación terminal de la bacteria en bacteroide está mediada 
por factores específicos derivados de las plantas. Se han identificado algunos de estos 
factores como péptidos nódulo-específico ricos en cisteína (NCR, nodule-specific cysteine-
rich), que sólo están presentes en el grupo monofilético de cladas sin invertidas repetidas 
(Inverted Repeat-lacking Clade, IRLC) de las leguminosas como alfalfa, pero están ausentes 
en las de nódulos determinados (Van de Velde et al., 2010). Una vez que las rizobacterias 
se han diferenciado en bacteroides al interior de los simbiosomas, entran en una fase que 
se conoce como auxotrofía simbiótica, de tal forma que la planta controla la biosíntesis de 
sus compuestos esenciales (Prell et al., 2010). Por ejemplo, la bacteria apaga la síntesis de 
aminoácidos ramificados solamente en simbiosis con la planta (Udvardi y Poole, 2013). De 
esta forma, los bacteroides se hacen altamente dependientes de la planta en muchos 
aspectos metabólicos. 
 
Finalmente, los nódulos maduros fijadores de nitrógeno consisten de un tejido central que 
contiene células infectadas donde se ubican los simbiosomas y pueden ocupar hasta un 
80% del volumen total de la célula. El nódulo contiene además de las células infectadas, 
células no infectadas, las cuales tienen diferentes funciones metabólicas, así como 
morfología y orientación espacial diferente (Emerich y Krishnan, 2014). Las pequeñas 
células no infectadas se encuentran intercaladas entre las grandes células infectadas 
rodeadas de tejido de floema y xilema que conectan con el sistema vascular de la raíz 
(Udvardi y Poole, 2013). 
 
I.7 Factores involucrados en la señalización simbiótica 
Por estudios clásicos de evolución y análisis filogenético se ha establecido que gran parte 
de la maquinaria de señalización para la nodulación es compartida o derivada 
simultáneamente de la ruta más antigua de la simbiosis de hongos arbusculares (HA) (Op 
den Camp et al., 2011; Delaux et al., 2013, 2014). Los componentes genéticos requeridos 
para la señalización inducida por los FN está conservada y es comúnmente referida como 
la ruta simbiótica común (Sym Pathway), la cual ha sido extensamente revisada en 
Medicago truncatula y Lotus japonicus (Kosuta et al., 2008) (Figura 6).  
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Señalización por LCOs 
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Figura 6. Componentes de la ruta simbiótica común en la señalización de los eventos que 
ocurren durante la interacción mutualista entre leguminosas con Rhizobium y con hongos 
arbusculares.  
Los lipo-quito-oligosacáridos (FN y FMyc) son detectados de forma diferenciada por las cinasas 
tipo receptor localizadas en la membrana a través de sus dominios de lisina LysM (MtNFP = LjNFR5 
(Nod Factor Perception o Nod Factor Receptor 5), MtLYK3 = LjNFR1 (LysM domain receptor like 
kinase III o Nod Factor Receptor 1) y LysM-RLK (receptor like kinase with N-acetyl-glucosamine 
binding lysin motifs). Se muestran los genes que pertenecen a la vía simbiótica común (Ruta Sym) 
(en azul). Hacia abajo de los receptores simbióticos, se activan genes asociados a las oscilaciones 
de calcio en la región perinuclear y los genes reguladores de señalización entre diferentes tipos de 
células, los genes de nodulación (en verde) y aquellos activados durante la interacción planta con 
hongos arbusculares (en púpura). ENOD40 es un gen implicado en la formación de nódulos, en la 
aparición de los haces vasculares del periciclo, en particular en nódulos determinados y en la 
formación de raíces laterales. Los primordios de nódulos de tipo determinado se forman en células 
corticales que se dividen principalmente del cortex externo. El transportador de fosfato (PT4), se 
induce con la formación de arbúsculos en el cortex. Se indican los genes SYM: MtDMI1 = LjPOLLUX, 
(gen does not make infections, también llamado POLLUX); MtDMI2 = LjSYMRK (Symbiosis receptor-
like kinase), LjCASTOR, las nucleoporinas LjNUP85, LjNUP133 y LjNENA, MtNSP2 (Nodulation 
Signaling Pathway 2), MtDMI3 = LjCCaMK (calcium calmodulin dependent serine/treonine protein 
kinase, también llamado DMI3y) y MtIPD3 = LjCYCLOPS (interacting protein of DMI3), que han sido 
identificados y caracterizados en Lotus japonicus (Lj) y sus homólogos en Medicago truncatula (Mt) 
(Modificada de Lagunas et al., 2015). 
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Esta ruta también está funcionalmente conservada en arroz (Gutjahr y Parniske, 2013) y se 
han encontrado algunos de sus homólogos en briofitas y las carofitas (algas verdes del 
orden Charales), que se consideran próximas a las plantas terrestres (Delaux et al., 2013).  
 
Además se sabe que la red de señalización de esta interacción mutualista involucra 
cambios iónicos, GTPasas, especies reactivas del oxígeno y rearreglos del citoesqueleto 
(Blanco et al., 2009; Peleg-Grossman et al., 2007; Montiel et al., 2012; Marino et al., 2011; 
Cárdenas et al., 2000; Oldroy, 2013).  
 
Los fosfoinosítidos también se han implicado en la señalización mediada por FN, sin 
embargo poco se sabe acerca de su papel en la modulación de la interacción simbiótica 
(Pingret et al., 1998; Engstrom et al., 2002; Charron et al., 2004; Peleg-Grossman et al., 
2007; Xue et al., 2009).  
 
I.8 Los Fosfoinosítidos de plantas 
En las células eucariotas el fosfatidilinositol (PI) es el principal sustrato empleado para la 
síntesis de los lípidos que contienen inositol (Figura 7). El PI es un lípido que representa 
del 5 al 30% de los fosfolípidos totales y solamente es superado por los niveles de 
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Antonsson, 1997).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. La molécula de PI.  
Pertenece a una familia de lípidos que consiste en un grupo D-mio-inositol-1-fosfato unido por 
medio de un grupo fosfato a un diacilglicerol. El anillo de inositol tiene 5 grupos OH libres, los 
cuales pueden ser fosforilados en diferentes combinaciones, máximo en tres para producir 
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato [PI(3,4,5) P3]. Las posiciones dos y seis nunca tienen fosfatos. El PI 
y sus derivados fosforilados se conocen como los fosfoinosítidos y participan en vías de 
señalización celular (Modificada de Jean y Kiger, 2014). 
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El PI, aparte de ser un fosfolípido de membrana esencial, es un precursor importante de 
polifosfoinosítidos y esfingolípidos y está involucrado en el anclaje de proteínas de 
membrana plasmática. En levadura, este lípido se sintetiza en la membrana mitocondrial y 
en microsomas (Nikawa y Yamashita, 1997). Se encuentra en diferentes concentraciones 
en diferentes organelos, particularmente en el retículo endoplásmico hay más PI que 
donde es sintetizado (Antonsson, 1997). 
 
El PI es un precursor de diferentes isómeros de polifosfoinosítidos fosforilados (PIPs) a 
través de la actividad de fosfatidilinositol cinasas, fosfatasas y fosfolipasas (Munnik et al., 
1998). Se han descrito siete derivados de PI fosforilados: los monofosfatos PI3P, PI4P y 
PI5P, los difosfatos PI(3,4)P2, PI(4,5)P2, y el PI(3,5)P2, y el PI3,4,5-trifosfato PI(3,4,5)P3.  Las 
plantas solo contienen seis tipos de PIP, los monofosfatos (PI3P, PI4P y PI5P), tres 
isómeros PIP2 difosfatos [PI(3,4)P2, PI(3,5P)2 y PI(4,5)P2] y a diferencia de las células 
animales, no poseen PIP3 (Vanhaesebroeck et al., 2010). Los PIPs median respuestas 
rápidas y temporales, actúan como señales, definen la identidad de la membrana y la 
polaridad celular en respuesta de las plantas al estrés y al medio ambiente. Los niveles de 
estos PIPs cambian después de la estimulación de la célula por diferentes factores de 
crecimiento, hormonas y algunos tipos de estrés (Munnik y Veermer, 2010) y participan en 
una variedad de procesos celulares incluyendo oscilaciones de calcio, rearreglos de actina, 
reorganización de microtúbulos y regulación del tráfico de membranas (Xue et al., 2009). 
 
Los derivados fosforilados (PIPs) funcionan como segundos mensajeros en el mecanismo 
de señalización a través de proteínas a las cuales se les unen diferencialmente para llevar 
a cabo una función específica. Estas proteínas contienen dominios de unión a lípidos, tales 
como el homólogo a plecstrina (pleckstrin homology, PH), el dominio FYVE (dominio con 
dedo de zinc presente en las proteínas ricas en cisteína [Fab1, YOTB, Vac1 y EEA1 (Early 
Endosome Antigen1)] y Phox (Phox homology, PX), las cuales son reclutadas hacia diversas 
membranas celulares (Rameh y Cantley, 1999; Wurmser et al., 1999; Ellson et al., 2002).  
 
I.9 El dominio FYVE se une específicamente al PI3P 
El FYVE que contiene el dedo de zinc es un dominio pequeño de 70 residuos de 
aminoácidos que está evolutivamente conservado y se une al PI3P con alta especificidad. 
El dominio FYVE doblado consta de dos hojas beta antiparalelas de doble cadena y una α-
hélice carboxi-terminal estabilizada por la unión a dos iones de zinc. Contiene tres 
regiones altamente conservadas, en el N-terminal la secuencia WxxD, los residuos de la 
"firma" básica del motivo [R (R/K) HHCRXCG] y en el C-terminal RVC que forma la región 
de unión al PI3P (Corvera et al., 1999; Stenmark et al., 1996; He J. et al., 2010). 
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El dominnnio FYVE está presente en más de 30 proteínas diferentes de levadura, 
nematodos, plantas, insectos y de origen animal (Gaullier et al., 1998). La mayoría de las 
proteínas que contienen el dedo FYVE están involucradas en endo y exocitosis, 
señalización intracelular, anclaje de citoesqueleto y sus blancos son membranas 
enriquecidas en PI3P. Por ejemplo entre los dominios FYVE mas estudiados están el Hrs, 
(sustrato de tirosina cinasa regulada por el factor de crecimiento de hepatocitos) y el auto 
antígeno endosomal temprano humano (EEA1), este último funciona como una proteína 
de acoplamiento/inmovilización y es necesario para fusión homo y heterotípica de 
endosomas. Debido a su fuerte asociación con los endosomas tempranos, el EEA1 
comúnmente se ha utilizado como marcador de estos compartimentos, mientras que Hrs 
está implicado en la transducción de señales y  en el tráfico de proteínas endocíticas (He 
et al., 2010). El reconocimiento entre PI3P y los dominios FYVE resulta en la translocación 
eficiente de estas proteínas normalmente citoplasmáticas a las membranas endosomales, 
lisosomales o vacuolares (He et al., 2010). 
 
Además, la interacción de proteínas que contienen el dominio FYVE con el PI3P regula el 
tráfico de proteínas y recluta proteínas al sitio de origen de membranas autofágicas 
(O´Farrel et al., 2013). Por medio del uso de este dominio fusionado a proteínas  
fluorescentes se ha monitoreado el PI3P intracelular en endosomas, vacuolas y 
autofagosomas (vesículas de doble membrana) y se ha encontrado un enriquecimiento de 
PI3P en las membranas de estos compartimentos (Vermeer et al., 2006; Gillooly et al., 
2000; Obara K et al., 2008; Mi et al., 2015). Se ha diseñado un biosensor fluorescente para 
plantas que se une específicamente y con alta afinidad a PI3P: el dominio en tándem YFP-
2xFYVE del Hrs (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate) (Vermeer 
et al., 2006). Este biosensor ha sido utilizado exitosamente para detectar PI3P en 
protoplastos de Vigna unguiculata, en cultivos de células BY-2 (Nicotiana tabacum), en 
estomas y en raíces de Arabidopsis (Vermeer et al., 2006).   
 
El PI3P se produce constitutivamente en la parte citosólica de membranas de los 
endosomas tempranos y funciona como una molécula de señalización cuando es 
reconocido específicamente por el dominio FYVE (He et al., 2009). El PI3P se sintetiza  en 
una reacción de  fosforilación catalizada por la proteína de clasificación vacuolar VPS34, 
(Vacuolar protein sorting) en levadura (Schu et al., 1993), también referida como 
fosfatidilinositol 3-cinasa en plantas leguminosas, la cual es un miembro de la familia de 
las fosfatidilinositol 3-cinasas. 
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I.10 La Familia de la fosfatidilinositol 3-cinasas y su clasificación 
Las fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3K) son una familia de enzimas que catalizan la adición 
específica de un grupo fosfato a la posición tres del anillo inositol de los fosfoinosítidos. 
Estas enzimas se han encontrado en todos los tipos de células eucariontes y se han 
relacionado a un amplio rango de funciones celulares que incluyen crecimiento celular, 
proliferación, motilidad, sobrevivencia, transporte intracelular y autofagia (Fry, 1994; 
Rameh y Cantley, 1999; O´Farrel et al., 2013).  
 
Con base a su estructura, la especificidad por el sustrato y la subunidad a la cual se 
asocian, las PI3Ks se han clasificado en tres clases: las enzimas clase I (p110α, p110, 
p110 y p110, las enzimas clase II (PI3K-C2, PI3K-C2y PI3K-C2y una única enzima 
clase III: la proteína VPS34 (Domin y Waterfield, 1997) (Figura 8). Todos los miembros 
presentan algunos dominios comunes que son característicos de estas cinasas y difieren 
en otros que le confieren características de interacción con otras proteínas (O′Farrell et 
al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Clasificación de la familia PI3K.  
En los miembros de las tres clases de esta familia se han identificado dominios característicos de 
las subunidades catalíticas así como sus respectivas subunidades reguladoras o accesorias. Las 
PI3K clase I son heterodímeros con una subunidad catalítica (p110 y y la subunidad 
regulatoria o accesoria p85o sus variantes procesadas p55 y p50), p85, p55, p101 o p84. 
Las PI3K clase II son isoformas monoméricas (PI3K-C2α, β, γ) y las PI3K clase III poseen una 
subunidad catalítica VPS34 (Vacuolar protein sorting) y la subunidad regulatoria VPS15. Todas la 
PI3Ks tienen ciertos motivos característicos: el dominio C2 (de interacción con membrana), el 
helicoidal y el de cinasa (línea blanca punteada). VPS15 contiene un dominio catalítico, un dominio 
repetido de calor (HEAT, heat repeat), un dominio WD esencial para la interacción con RAB5-GTP y 
en levaduras las proteínas de unión a nucleótidos de guanina1 (Gp1) y un dominio de unión a la 
proteína relacionada con autofagia ATG14. Otros dominios importantes son: ABD, dominio de 
unión a p85; SH2, dominio de homología a Src2 (Sarcoma de Rous); SH3, dominio de homología a 
Src3; BH, dominio de homología a BCR (Breackpoint cluster); RBD, dominio de unión a RAS (RAS- 
binding domain) y dominio PX, dominio de homología a phox (homology of two componentes of 
phagocyte NADPH oxidase) (Modificada de Jean y Kiger, 2014). 
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Las PI3Ks de la clase I fosforilan al sustrato PI(4,5)P2 in vivo para producir PI(3,4,5)P3 y las 
PI3Ks de clase III fosforilan al PI para producir PI3P (Figura 9). Las PI3K clase II fosforilan al 
PI4P para producir PI(3,4)P2, pero algunas evidencias sugieren que las PI3K de clase II 
también pueden fosforilar preferentemente al PI in vivo. Las preferencias diferenciales de 
sustrato y los modos de activación de los distintos tipos de PI3Ks tienen consecuencias 
importantes en sus funciones (Lindmo y Stenmark, 2006).  
 
 
Figura 9. Actividad de las PI3Ks in vitro.  
En células animales, estas enzimas regulan los niveles de PIPs, catalizando la transferencia del 
fosfato de la posición  del ATP al grupo hidroxilo de la posición 3 del anillo del PI, PI4P o PI(4,5)P2, 
generando así el PI3P, el PI(3,4)P2 o el PI(3,4,5)P3, respectivamente. Abajo se indican las funciones 
de los PIs (Modificado de Jean y Kiger, 2014). 
 
PI3K clase I 
Es la clase más estudiada, las enzimas que conforman esta clase constan de una 
subunidad catalítica y una subunidad reguladora, en animales está presente en todo tipo 
de células. Se encuentran en el citosol en las células en reposo y por estimulación son 
reclutadas a las membranas a través de interacciones con receptores o proteínas 
adaptadoras (Vanhaesebroeck et al., 2010). Previamente, se consideraba que esta enzima 
se encontraba ubicada principalmente en la membrana plasmática; sin embargo, hay 
reportes de que las PI3K clase I están asociadas con membranas vesiculares y nucleares 
(Rameh y Cantley, 1999; Fry, 2001; Katso et al., 2001). En general el producto de su 
actividad, el PI(3,4,5)P3, tiene la función de promover el crecimiento, la supervivencia, la 
proliferación y adicionalmente se le atribuye una función supresora de autofagia (Fry, 
2001; Katso et al., 2001; O′Farrell et al., 2013). Con base en su patrón regulatorio y en los 
mecanismos de activación, se subdivide en dos grupos que correlacionan con la capacidad 
de activarse a través de receptores celulares tipo cinasas de tirosina (RTKs, Receptor 
tyrosin kinases), de receptores transmembranales acoplados a proteínas G (GPCRs, G 
protein-coupled receptors) o a través de otras moléculas, todos asociados a una vía de 
señalización intracelular (Vanhaesebroeck et al., 2010). 
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La subunidad regulatoria (p85)le confiere a la catalítica (p110) estabilidad, inactivación de 
su actividad de cinasa en estado basal y reclutamiento a los receptores (Vanhaesebroeck 
et al., 2010). Las subunidades catalíticas p110, p110 y p110 interactúan a través de su 
dominio de unión (ABD) con las regulatorias p85, p55, y p50. En este caso, la subunidad 
regulatoria p85, que actúa como adaptadora, la recluta a las tirosinas fosforiladas en 
receptores tipo tirosin cinasas (RTKs) a través de la unión específica de secuencia de 
aminoácidos del dominio SH2 para su activación (Jean y Kiger, 2014).  
 
Los heterodímeros clase I que se forman entre la subunidad catalítica p110 y la 
regulatoria p101 o p84, debido a que no tienen dominios SH2, se activan casi 
exclusivamente por receptores acoplados a proteínas G (GPCRs). Los GPCRs y la ruta de las 
cinasas de tirosinas, también pueden activar la GTPasa RAS y ésta a su vez activar algunos 
miembros de la PI3K clase I. Las PI3K clase I (p110, p110 y p110), a través de su 
dominio de unión a la GTPasa RAS (RBD), se pueden activar por medio de RAS 
(Vanhaesebroeck et al., 2010). Mientras que la subunidad catalítica p110puede ser 
activada cuando interactúa con la GTPasa RAB5, implicada en la formación de 
compartimentos endosomales (Christoforidis et al., 1999). Además también se puede unir 
a otros miembros de la familia de las GTPasas (Fritsch et al., 2013; Guillerment-Guibert et 
al., 2008; Dbouk et al., 2012).  
 
PI3K clase II 
Las PI3K clase II tienen una isoforma monomérica (PI3K-C2α, PI3K-C2β y PI3K-C2γ) con un 
dominio de unión a la GTPasa RAS (RBD) y un dominio de unión a clatrina (CB), que sugiere 
su unión a vesículas cubiertas de clatrina (proteína que recubre las microcavidades de 
membranas celulares donde se sitúan receptores de lipoproteínas). También contienen un 
dominio de homología a PHOX (PX), que le da selectividad por el sustrato PI(3,4)P2 y un 
dominio catalítico característico de estas cinasas (Falasca y Maffucci, 2012; 
Vanhaesebroeck et al., 2010). Parece estar predominante y constitutivamente asociada a 
membranas intracelulares en el citosol y posiblemente en el núcleo (Jean y Kiger, 2014).  
 
Aunque se conoce que su actividad está controlada por los receptores RTKs y GPCRs, el 
mecanismo de activación se desconoce. Se cree que estas enzimas pueden ser activadas 
por estímulos externos, por ejemplo, por insulina e integrinas (Brown et al., 1999; Zhang 
et al., 1998). La PI3K-C2α está involucrada en el transporte de glucosa, la secreción de 
insulina y la endocitosis mediada por clatrina (Falasca y Maffucci, 2012; Postor et al., 
2013).  
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I.11 PI3K clase III 
La PI3K clase III tiene una subunidad catalítica con tres dominios característicos, el C2 de 
unión a membrana, un dominio helicoidal y uno catalítico (Vanhaesebroeck et al., 2010). 
Forma un heterodímero con la subunidad regulatoria VPS15, la cual se une a las 
membranas intracelulares por medio de su miristoilación (Backer, 2008). Es la única 
enzima conservada desde eucariotas inferiores, plantas y mamíferos y representa a la PI3K 
más antigua (Lindmo y Stenmark, 2006).  
 
La PI3K clase III se identificó por primera vez en Saccharomyces cerevisiae, como Vps34, 
en un tamizado de genes involucrados en la clasificación endosomal de proteínas que van 
a la vacuola (Herman y Emr, 1990). Se sabe que VPS34 tiene especificidad de sustrato a 
partir de PI, para generar PI3P y requiere de  la proteína cinasa VPS15 para su activación y 
asociación a la membrana (Schu et al., 1993; Stack et al., 1995a; Wumser y Emr, 2002). 
Vps34 codifica para una sola proteína, es la única que está presente en plantas y en 
levaduras y es responsable de la formación de todo el PI3P de la célula. En levaduras se 
conoce que sin la VPS34 funcional se observan defectos en el transporte del trans-Golgi a 
la vacuola (Schu et al., 1993; Stack y Emr, 1994: Stack et al., 1995b; Wumser y Emr, 1998). 
También se ha demostrado que PI3P juega un papel muy importante en eventos de tráfico 
de membrana (Corvera et al., 1999; Stenmark y  Gillooly, 2001). 
 
No es claro que VPS34 se regule por estímulos extracelulares, pero hay evidencias de que 
su actividad puede ser regulada por nutrientes como aminoácidos, glucosa y por el 
receptor acoplado a proteínas G (GPCR) (Nobukuni et al., 2005; Byfield et al., 2005; 
Slessareva et al., 2006).  
 
Se han encontrado una variedad de complejos de proteínas regulatorias específicamente 
al agrupar PI3P de distintas membranas intracelulares (Backer, 2008). En levadura el 
complejo regulatorio VPS34 incluye tres componentes, VPS34, VPS15 y VPS30 (esta última 
conocida como BECLINA1/ ATG6). Estas proteínas forman el centro del complejo cuando 
se unen a la proteína relacionada con autofagia ATG14, lo que lleva a la formación del 
complejo I (Kihara et al., 2001a), el cual se ha sugerido que desempeña un papel clave en 
el proceso de autofagia (Kametaka et al., 1998). La autofagia es un proceso celular 
catabólico que involucra la entrega de los componentes citosólicos (incluye organelos 
enteros, macromoléculas y patógenos invasores) a la vacuola para su degradación y 
reciclamiento (Michaeli et al., 2016).  
 
Cuando el complejo regulatorio VPS34 se une a VPS38 forma el complejo II, que funciona 
en el tráfico celular (Klionsky y Ohsumi, 1999; Levine y Klionsky, 2004). Un tercer complejo 
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se forma cuando el heterodímero VPS34-VPS15 se une a la proteína de unión a nucleótido 
de guanina 1 (Gp1), la cual está relacionada con la señalización a feromonas (Backer, 
2008).  
 
Con relación a las funciones primordiales de PI3K clase III, se ha reportado que regula el 
tráfico de membrana con el papel principal en la clasificación de proteínas endosomales, 
formación de autofagosomas, flujo de autofagia y citocinesis (Backer, 2008; Simonsen y 
Tooze, 2009; Nezis et al., 2010; Raiborg et al., 2013). Estudios recientes involucran la 
autofagia en muchos aspectos de la vida de las plantas, que incluyen el establecimiento de 
la semilla, el desarrollo, el estrés, el metabolismo y la reproducción (Michaeli et al., 2016). 
La autofagia en eucariontes es un mecanismo común de degradación de componentes 
celulares tanto durante el estrés como en condiciones favorables (Reggiori y Klionsky, 
2013). El tipo de autofagia que está mediada por la formación de vesículas de novo que 
engullen (engloban) la carga citosólica y la entregan a la vacuola se llama macroautofagia 
y es a la que haremos referencia en este trabajo. 
 
 
I.12 PI3K clase III participa en la formación del autofagosoma en plantas. 
En particular, la macroautofagia (“self-eating”, aquí referida como autofagia) está 
mediada por la formación de un autofagosoma, que es una estructura de doble 
membrana encargada de transportar la carga a la vacuola (Figura 10). En el proceso de 
fusión del autofagosoma con la vacuola se forma el cuerpo autofágico que se libera dentro 
de la vacuola. Posteriormente, estos cuerpos se cortan por hidrolasas y los productos se 
exportan al citoplasma para su reutilización. La maquinaria para llevar a cabo el proceso 
de autofagia se describió inicialmente en levadura donde se conocen alrededor de treinta 
proteínas conservadas con autofagia (Autophagy-related –ATG- proteins), de las cuales 
veinticuatro se han encontrado en Arabidopsis, sugiriendo que el mecanismo es similar en 
plantas (Bassham et al., 2006). Las ATGs se han dividido en grupos funcionales: la 
iniciación, la nucleación, la elongación y digestión y reciclaje de componentes.  
 
Al inicio del proceso, el complejo de la cinasa ATG1 se asocia con ATG13 que a su vez se 
ensambla con los factores accesorios ATG11, ATG17 y VAC8 para generar un complejo 
activo (Matsuura et al., 1997; Funakoshi et al., 1997). Esta interacción está regulada por la 
cinasa TOR (target of rapamicin). En células que crecen en condiciones ricas en nutrientes, 
TOR se activa inhibiendo la formación del complejo ATG1-ATG13 por medio de la 
fosforilación de las mismas. Por el contrario en estados de privación de nutrientes, TOR se 
inactiva y cuando ATG1 se une a ATG13 defosforiladas, se activa la autofagia (Kamada et 
al., 2000) (Figura 10). Luego de la activación del complejo ATG1, se incluyen otras ATGs 
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Figura 10 
formando un complejo pentamérico (ATG13, ATG17, ATG29 y ATG31). El ensamble de este 
complejo es la primera etapa que desencadena el reclutamiento de otros complejos para 
la formación del autofagosoma. El complejo ATG1 promueve la vesiculación autofágica 
por medio de la activación directa o indirecta del complejo PI3K que está compuesto de 
VPS15-ATG6/BECLINA1-ATG14 el cual está asociado a la proteína transmembranal ATG9. 
El complejo PI3K genera PI3P, componente mayoritario de las membranas autofágicas, 
recluta otras proteínas de unión a PI3P al sitio de ensamblaje del fagóforo (PAS). Esta 
etapa de nucleación durante la formación del PAS, es bloqueada por los inhibidores 
(Wortmanina y LY294002) de la actividad de PI3K (Thompson y Vierstra, 2005).  (Figura 
10). Los complejos ATG1-ATG13 y PI3K regulan la formación de vesículas a través de unas 
etapas de tipo ubiquitina (Xie y Klionsky, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Formación de vesículas autofágicas.  
Esquema de los principales complejos que participan en la autofagia.  E1, enzima activadora; E2, 
enzima conjugante y E3, enzima ligasa. El mecanismo se detalla en el texto (Modificada de 
Vanhaesebroeck et al., 2010).  
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En la elongación del fagóforo como doble membrana para formar el autofagosoma 
maduro, se involucra dos sistemas de conjugación tipo ubiquitina que involucran a ATG8 y 
ATG12 (revisado por Liu y Bassham, 2012). ATG12 debe ser activada para poder 
conjugarse a ATG5, la proteína encargada de hacerlo es ATG7; una vez activada es 
transferida a ATG5 por ATG10 para formar el heterodímero ATG5-ATG12, al cual se une 
ATG16 y se forma un complejo que se asocia a la membrana del pre-autofagosoma. El 
segundo sistema tipo ubiquitina, ATG8 es sintetizado como un precursor que es procesado 
por ATG4 para exponer un residuo de Glicina, necesario para su posterior conjugación, 
esta isoforma es activada por ATG7 y conjugada a la fosfatidiletanolamina (PE) con la 
ayuda de ATG3 para formar ATG8-PE (Figura 10). El complejo PI3K está involucrado en la 
asociación a la membrana de elongación del sistema de conjugación ATG12-ATG5-ATG16 
que regula la conjugación de la proteína AGT8 a la PE (Nakatogawa et al., 2007; Klionsky et 
al., 2007a), este sistema dirige la fusión y elongación del autofagosoma (Xie et al., 2008).  
 
La formación del conjugado ATG12-ATG5 precede a la formación del conjugado ATG8-PE e 
incrementa su reacción de lipidación. El reclutamiento de ATG8 ocurre tanto en la cara 
interna como en la cara externa de la vesícula autofágica en elongación, ATG8 de la cara 
externa puede ser removida por ATG4, el de la cara interna se mantiene unido hasta la 
fusión de la vesícula autofágica con la vacuola, cuando es degradado junto con el material 
secuestrado; por ello, la detección de ATG8 es un buen marcador de la macroautofagia 
(Xie y Klionsky, 2007).  
 
La fusión del autofagosoma al tonoplasto se acompaña del sistema de trafico vesicular y la 
digestión del cuerpo autofágico se lleva a cabo por hidrolasas que incluye la lipasa ATG15, 
proteasas y peptidasas, nucleasas y glucanasas que podrían cumplir ese papel (Marty, 
1999).  
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Figura 11. Participación del Complejo PI3K en  la formación del autofagosomas en Arabidopsis.  
El Complejo PI3K conformado por VPS34/PI3K, /BECLINA1/ATG6 y VPS15 se asocia a la proteína P2 
con dominio SH3 (SH3P2) a través de un factor que todavía no está identificado (caja con signo de 
interrogación). A través de la interacción con el complejo participa en el tráfico de SH3P2 al 
fagoforo/estructura preautofágica (PAS). SH3P2 probablemente es responsable de la deformación 
de la membrana de origen del retículo endoplásmico (de otras fuentes posibles como la 
membrana de las mitocondrias, o membranas provenientes de otros organelos, señaladas con 
signos de interrogación). El complejo PI3K participa activamente en las etapas de inicio, elongación 
y maduración durante la formación del autofagosoma en las plantas. De forma comparativa, el 
modelo actual de los complejos PI3K en animales y sus componentes conocidos en la regulación 
de la formación del autofagosoma, se muestran en cuadros sombreados de la derecha (Figura 
modificada de Zhuang y Jiang, 2014). 
 
Las etapas tempranas de la formación del autofagosoma no se han definido bien en 
plantas y como se mencionó algunas de estas proteínas (ej. ATG14) tampoco se han 
identificado en plantas. Sin embargo recientemente en Arabidopsis thaliana se han 
reportado avances en este sentido, se ha propuesto la participación de ATG5, localizada 
en la membrana del retículo endoplásmico para reclutar ATG8 al fagóforo en crecimiento 
(Le Bars et al., 2015). Otra novedosa proteína que no es ATG, la SH3P2 (SH3 domain 
protein 2), se une a PI3P, al complejo PI3K y a ATG8 facilitando la biogénesis del 
autofagosoma (Figura 11). La proteína SH3P2 contiene un dominio BAR (N-Bin–
amphiphysin–Rvs), implicado en la remodelación de la membrana y en la interacción con 
ATG8, la cual facilita la deformación de la membrana durante desarrollo del autofagosoma 
(Zhuang et al., 2013). 
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En resumen, la síntesis de PI3P por el complejo PI3K/Vps34 recluta proteínas hacia las 
membranas que interactúan con este fosfoinosítido y dirige una cascada de señalización 
que lleva a la formación de un autofagosoma. 
 
 
I.13 Posible relación con el proceso simbiótico                                      
Durante la nodulación se ha reportado que PI3K es un regulador importante de la 
interacción entre plantas y bacterias del suelo. En soja (Glycine max) se han encontrado 
dos isoformas de PI3K expresadas de manera diferencial en raíces y nódulos; además, ha 
sido asociada a la proliferación de la membrana celular (Hong y Verma, 1994). 
Adicionalmente, tanto en G. max como en M. truncatula, se ha reportado que los niveles 
de transcripción de PI3K aumentan durante la interacción simbiótica (Hong y Verma, 1994; 
Hernández et al., 2004; Peleg-Grossman et al., 2007; Roux et al., 2014). 
 
Se ha reportado la función de PI3P y PI3K/Vps34 en el crecimiento y desarrollo normal de 
la planta (Welters et al., 1994; Lee et al., 2008a; Lee et al., 2008b), así como también en 
otros procesos fisiológicos como autofagia y simbiosis (Liu et al., 2005; Peleg-Grossman et 
al., 2007). En A. thaliana, las plantas que expresan un antisentido de AtVps34 no se 
desarrollan y con frecuencia las plantas mueren con defectos pleiotrópicos, lo que indica 
que la pérdida de la función de PI3K es letal y esencial para el crecimiento y desarrollo 
(Welters et al., 1994). 
 
Por otro lado, la proteína VPS15 (subunidad regulatoria de la actividad de PI3K/VPS34) 
junto con las proteínas accesorias VPS30/ BECLINA1 y ATG14, forman parte de un 
multicomplejo proteico  requerido para autofagia en levadura (Stack et al., 1993; Stack et 
al., 1995; Kametaka et al., 1998; Kihara et al., 2000a). En P. vulgaris se encontraron los 
genes ortólogos correspondientes a estos genes, excepto para el gen ATG14, el cual no se 
ha reportado en plantas (Levine y Klionsky, 2004). Sin embargo se sabe que tanto el 
complejo de PI3K y el producto de su actividad, el PI3P, son cruciales para la iniciación del 
proceso de autofagia. 
 
Debido a que la función de PI3K y los fosfoinosítidos ha sido relacionada al proceso de 
nodulación y la actividad de PI3K/VPS34 es indispensable en el proceso de autofagia, 
surge la propuesta de investigar la relación entre PI3K y autofagia en el proceso de 
simibiosis entre P. vulgaris y los rizobios. 
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I.14 Métodos de estudio de la función de PI3K 
El estudio de la función de PI3K se ha basado en el uso de inhibidores de la actividad de 
esta enzima. Los inhibidores Wortmanina (WM) y LY294002 (LY), estructuralmente 
distintos y permeables a la célula, presentan inconvenientes debido a diferencias en 
especificidad y a que los rangos de sensibilidad son relativos dependiendo del tipo de 
célula que se trate (ej. levadura o humana). La actividad de PI3K se bloquea con LY (en 
rango micromolar bajo) y con la WM (en rango nanomolar bajo). Estos inhibidores 
parecen ser altamente selectivos; sin embargo, los efectos se deben interpretar 
cautelosamente, ya que algunos reportes indican que algunas isoformas de fosfatidil 
inositol-4 cinasa y  fosfolipasa A2 también pueden ser sensibles a WM. Los métodos para 
medir actividad de PI3K in vitro tienen sus limitaciones, son laboriosos y costosos y no 
proveen información acerca de la localización de los lípidos sintetizados por esta enzima. 
Específicamente en estudios realizados en raíz, se conoce que el LY inhibe el crecimiento 
de los pelos radicales de forma dosis dependiente (2 a 30 μM) (Lee et al., 2008a) y se ha 
observado que durante un tiempo corto de tratamiento (2-10 min) con LY se altera la 
arquitectura del pelo radical, lo que lleva a la inducción de una protrusión de la vacuola en 
la región apical (Lee et al., 2008a). Este hallazgo sugiere que también es importante para 
otros componentes de la señalización en los pelos radicales, tales como la dinámica de 
actina, la actividad de pequeñas proteínas G, el tráfico intracelular y la formación de 
especies reactivas del oxígeno (Lee et al., 2008a).  
 
Otras alternativas empleadas para estudiar las posibles funciones de PI3K se han dirigido a 
la obtención de mutantes de esta enzima. En el trabajo realizado por Lee y colaboradores 
(Lee et al., 2008b), los autores buscaban obtener mutantes de A. thaliana que no 
expresaran el gen VPS34, el cual codifica para la enzima PI3K. Sin embargo, la mutación 
homocigota fue letal debido a defectos gametofíticos, además otro inconveniente fue que 
las plantas heterocigotas no fueron discernibles de las plantas silvestres (Lee et al., 
2008b). 
 
Con el fin de estudiar las posibles funciones de PI3K en el proceso de nodulación, nuestro 
grupo de investigación realizó varias construcciones para obtener las proteínas de fusión, 
con glutation-s-transferasa (GST-PvPI3K) y 6 histidinas-PvPI3K (His-PvPI3K) expresadas en 
bacterias y en baculovirus, respectivamente. Estas proteínas de fusión presentaron gran 
dificultad en la purificación y en el manejo debido a la inestabilidad de los extractos 
proteicos. Adicionalmente, no fue posible obtener anticuerpos anti–PvPI3K en ratón ni en 
conejo. 
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Dado que los inhibidores químicos de las enzimas pueden tener efectos sobre otras 
moléculas y vías de señalización y que la mutación homocigota de VPS34 es letal, es de 
interés desarrollar otro sistema que permita estudiar la función de PI3K y del 
fosfoinosítido PI3P. Por estas razones y con el propósito de conocer la participación de 
PI3K en el proceso de autofagia durante la simbiosis nodular de P. vulgaris, en este trabajo 
se planteó la estrategia de disminuir la expresión de la enzima PI3K por medio de genética 
reversa con un RNA de interferencia (RNAi) y monitorear con una sonda fluorescente el 
producto de su actividad.  
 
I.15. Hipótesis 
La enzima PI3K y el producto de su actividad, el PI3P, participan en el establecimiento de 
la interacción simbiótica entre P. vulgaris y R. tropici, en conjunto con las proteínas del 
complejo que funcionan en autofagia. 
 
I.16. Objetivos 
 
I.16.1. General 
Durante la asociación simbiótica entre las leguminosas y los rizobios se requiere de un 
conjunto de genes de la planta y de la bacteria que tienen funciones específicas en el 
establecimiento de la simbiosis que conduce al desarrollo del nódulo, el órgano de la 
planta especializado en la fijación biológica del nitrógeno. 
 
Uno de los genes que se induce en los tejidos simbióticos de P. vulgaris es el que codifica 
para la PI3K. Esta proteína participa vía el producto de su actividad, el PI3P cuando se 
asocia con BECLINA1 y VPS15 para formar un multicomplejo proteico (PI3K/VPS34, 
BECLINA1/ATG6 y VPS15) que funciona específicamente al inicio de la autofagia. En las 
plantas la autofagia funciona como un sistema de reciclamiento celular para el 
metabolismo adecuado y la asignación de nutrientes, sugiriendo que PI3K debe tener una 
regulación en la simbiosis a través de este proceso. 
 
El objetivo de este trabajo es conocer el papel que desempeña la PI3K en la simbiosis 
entre P. vulgaris y R. tropici mediante el estudio de los efectos provocados en el fenotipo 
por la pérdida de la función con un RNAi, en la localización de PI3P, la cuantificación de los 
niveles de transcrito de los componentes que conforman el centro del complejo PI3K y del 
marcador de la formación de autofagosomas, Atg8 (el gen relacionado con autofagia 
Atg8). 
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I.16.2 Específicos 
1. Determinar el comportamiento de los niveles de transcrito de PI3K durante la 
simbiosis de P. vulgaris y determinar su expresión en los tejidos de la raíz.  
2. Analizar el fenotipo de P. vulgaris inducido con pérdida de la función de PI3K en la 
etapa inicial de la simbiosis, durante la entrada de R. tropici al pelo radical y en la 
nodulación de la raíz. 
3. Determinar la presencia de PI3P durante los eventos de la infección por R. tropici. 
4. Cuantificar los niveles de transcrito de los componentes que participan en 
autofagia, del núcleo del complejo PI3K y de Atg8 durante la pérdida de la función 
de PI3K en P. vulgaris. 
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II.1 Cepas utilizadas en este trabajo      
Conservación de las cepas bacterianas 
Las cepas bacterianas empleadas en este trabajo (Tabla 1), una vez alcanzaron la fase 
logarítmica de crecimiento, se conservaron en criotubos con solución acuosa de glicerol 
estéril al 80% (v/v) a una concentración final de 25% (v/v). Se incluyeron los antibióticos 
de resistencia correspondiente de cada cepa a la concentración indicada. Los criotubos 
fueron almacenados a -80 °C.    
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II.2 Plásmidos utilizados 
Los plásmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La información del plásmido de expresión pEarleyGate104 (CD3686) está disponible en: 
http://www.arabidopsis.org/abrc/catalog/vector_1.html. Para el plásmido pBGWFS7,0 del VIB, Department 
of Plant Systems Biology. University of Gent, www.psb.ugent.be 
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II.3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
Medio LB (Luria-Bertrani, de acuerdo a Miller, 1972) 
Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli y A. rhizogenes. 
Composición: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L. Para los medios 
sólidos, se agregó 10 g/L de agar. 
Medio PY 
Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de R. tropici CIAT899 
Composición: bactopeptona 5 g/L, extracto de levadura 3 g/L, CaCl2 H2O 0,7 g/L. 
 
Medio S.O.C. (para 1L) 
 
2% Bactotriptona                        20 g 
0,5% Extracto de levadura          5 g 
10 mM NaCl                              0,58 g 
25 mM KCl                                 0,19 g 
 
 
Se llevó a 980 mL con agua destilada, se autoclavó 20 min y se añadieron las siguientes 
soluciones esterilizadas (por separado) en filtro millipore antes de aforar. 
 
20 mM de glucosa                  20 mL 1 M 
10 mM Mg Cl2                          10 mL 1 M 
10 mM MgSO4                          10 mL 1 M 
 
Las cepas de E. coli DH5α, TOP10 y DB3.1 fueron crecidas en medio LB líquido a 37°C y 250 
rpm de agitación, o en cultivos sólidos en placas de Petri con medio LB adicionado con 
agar. La cepa de A. rhizogenes se sembró en medio LB líquido o sólido suplementado con 
los antibióticos respectivos a 30°C y con agitación a 250 rpm en caso de crecimiento en 
medio LB líquido. Las cepa de R. tropici CIAT899 fue crecida en placas de Petri con medio 
PY sólido o líquido, suplementado con los antibióticos correspondientes a 30°C y a 250 
rpm. 
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II.4 Soluciones  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para suplementar con nitrógeno se añadió KNO3 2mM final. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Capítulo II. Materiales y Métodos 
 61 
Purificación de DNA genómico (Método modificado de Saghai-Maroof et al., 1984) 
 
Solución de aislamiento de DNA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Extracción de RNA (método de Chomczynski y Sacchi, 1987)  
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Acetato de Sodio3H2O 2 M (pH 4,1)  
Se disuelven 13,6 g en 30 mL de agua DEPC y se ajusta el pH con ácido acético (aprox. 14,7 mL).  
 
Citrato de sodio 0,75 M (pH 7,0)  
Se disuelven 11,02 g en 40 mL de agua, se ajusta el pH con ácido acético y se afora a 50 mL.  
 
II.5 Oligonucleótidos usados en este trabajo  
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II.6 Biología Molecular 
II.6.1 Purificación de plásmido 
El plásmido se purificó a partir de una colonia de E. coli de interés (pENTR-PI3K-RNAi, 
proPvPI3K, pENTR-Beclina1, pTDT-Sac-RNAi, pTDT-PvPI3K-RNAi, pTDT-Beclina1-RNAi o 
pBGWFS7,0-proPvPI3K), crecida en 3-5 mL de medio LB suplementado con el antibiótico 
de selección por 12 h a 37°C y con agitación (263 g). Las células se colectaron por 
centrifugación a 13.684 g por 3 min en tubos eppendorff de 1,5 mL. Se descartó el 
sobrenadante y el paquete celular se utilizó para obtener el plásmido con el kit Gene JET 
Plasmid Miniprep (Fermentas) de acuerdo al protocolo del fabricante. 
 
II.6.2 Purificación de DNA genómico (modificado del método Saghai-Maroof et al., 1984)  
Las hojas jóvenes de P. vulgaris se molieron en un mortero con nitrógeno líquido, 1 g del 
polvo de hoja congelado se colocó en un tubo falcon de 15 mL con 2 mL de la solución de 
aislamiento de DNA previamente precalentado (a 65°C), se mezcló suavemente por 
inversión. Se ventiló el tubo periódicamente por el aumento de presión. Se incubó a 65°C 
por 10 min con inversión ocasional y se centrifugó la muestra por 5 min a 11.263 xg para 
separar las fases. Se transfirió la fase acuosa a un tubo eppendorff, se añadió un volumen 
de isopropanol y se mezcló. El DNA se incubó 5 min en hielo y después se centrifugó a 
10.789 xg por 10 min. La pastilla se disolvió en 400 L de CsCl 1M y 800 L de etanol al 
96% y se centrifugó a 11.263 xg  por 10 min. La pastilla que se formó se disolvió en 250 l 
de amortiguador Tris-EDTA (TE) con RNAsa y 60 L de NaCl 5M. El DNA se extrajo con un 
volumen de fenol/cloroformo, la fase acuosa conteniendo el DNA, se transfirió a un nuevo 
tubo y se precipitó con un volumen de etanol al 70 %. Después de centrifugar a 11.263 g 
por 10 min, se lavó con 1 ml de etanol al 70% y se secó brevemente. Se disolvió en 250 L 
de TE, se cuantificó en un Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) y se analizó su integridad 
mediante una electroforesis en gel.  
 
II.6.3 Extracción de RNA  
Todo el material utilizado se esterilizó y se horneó antes de usar. Para la extracción del 
RNA se utilizó el método de Chomczynski y Sacchi (1987). Brevemente, se colocó 0,1 g del 
tejido vegetal perfectamente molido en un tubo de 2 mL, se agregó 1 mL de solución D 
(Tabla 5) y se agitó vigorosamente. Se añadió 0,1 mL de acetato de sodio 2 M pH 4,1, 1 mL 
de fenol ácido (saturado en agua) y 0,2 mL de cloroformo-alcohol isoamílico (49:1), se 
mezcló por inversión después de la adición de cada reactivo. La suspensión final se agitó 
por 10 s y se puso en hielo 15 min. Se centrifugó a 10.947 g por 20 min a 4°C. Se 
transfirió el sobrenadante a otro tubo, se mezcló con 1 mL de isopropanol  y se incubó a  -
20°C 1 h para precipitar el RNA. Se centrifugó a 10.526 g por 20 min. El precipitado se 
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disolvió nuevamente en 0,3 mL de solución D y se dejó precipitando con un volumen de 
isopropanol a -20°C por 1 h. Se centrifugó a 10.526 g por 10 min a 4 °C. Se lavó la pastilla 
de RNA con 1 mL de etanol 75% y se centrifugó a 10.526 g 1 min. Finalmente se dejó 
secar la pastilla a temperatura ambiente durante no más de 15 min. Se resuspendió en 20 
L de agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato). Se cuantificó el RNA y 1 g se analizó 
mediante gel de electroforesis para RNA.  
   
II.6.4 Electroforesis de DNA 
El análisis del DNA plasmídico purificado, así como la verificación de fragmentos de DNA 
obtenidos por medio de PCR, se llevó a cabo mediante electroforesis horizontal en geles 
de agarosa al 1% (p/v) conteniendo bromuro de etidio (1 g/mL) en amortiguador de 
corrida TAE (Tris 10 mM, EDTA- sal disódica 1 mM, ácido acético glacial 1,2 mM, pH 8). El 
voltaje aplicado fue de 90 V. Como amortiguador de carga se utilizó glicerol 30% (p/v), 
azul de xilencianol al 0,25% (p/v) y azul de bromofenol al 0,25% disueltos en agua 
destilada. Como marcador de  peso molecular se utilizó el marcador 1 Kb (Fermentas, 
Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). Los geles fueron visualizados en un transiluminador 
UV 2000 (Bio Rad, Hercules, CA, EUA) y la imagen fue capturada con una cámara digital 
Gel Doc 2000 (Bio Rad, Hercules, CA, EUA) adaptada a una computadora PC con el 
Programa Quantity one 1D Analysis software (Bio Rad, Hercules, CA, EUA). 
 
II.6.5 RT-PCR in situ 
Los nódulos fueron colectados y fijados en paraformaldehído al 2,5%, deshidratados en 
concentraciones crecientes de etanol absoluto en agua al 10%, 30%, 50%, 70%, 90% y 
100%, durante 10 min cada vez y embebidos en parafina de acuerdo al método descrito 
por Van de Wiel et al. (1990). El tejido embebido en parafina fue seccionado en cortes de 
8 m en un Ultramicrótomo Reichert Jung (modelo Ultracut). Cuatro cortes de nódulo se 
colocaron por cada portaobjeto (Superfrost/Plus, precleaned, Fisher Scientific) con ayuda 
de un pincel de pelo para dejarlos bien adheridos al vidrio, los cuales se colocaron a 42 °C. 
Los portaobjetos con el tejido se colocaron en una Jarra Tipo Coplin con xylol al 100% por 
10 min (se repitió dos veces). Las secciones de los nódulos fueron rehidratados 
gradualmente en etanol absoluto en agua al 100%, 90%, 70%, 50%, 30% y 10% (durante 
10 min cada vez) y con agua DEPC por 5 min. La RT-PCR in situ se llevó a cabo de acuerdo 
al método de Ruíz-Medrano et al (1999). Para esto, los portaobjetos se cubrieron con 25 
l de la mezcla de transcriptasa reversa: mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 2mM), 
oligonucleótidos PvPI3K_F-780 y PvPI3K_R-1646 1,5 Mcada uno, 5 L de amortiguador 
EZ de transcriptasa reversa, 0,1 U de Polimerasa rTth y acetato de manganeso 2,5 
Mañadido al final). 
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La mezcla se preparó inmediatamente antes de usarse, se colocó directamente sobre el 
tejido y se prensó sobre el portaobjetos con un disco metálico especial (amplicover, Perkin 
Elmer) sellado con pinzas (Applied Biosystems, CA, EUA). La etapa de transcriptasa reversa 
se llevó a cabo a 60°C por 20 min. Para la etapa de PCR,  la mezcla se desplazó por otra en 
la que se reduce el dTTP (100  y se añadió 20 Mde Cy5-dUTP (fluorolink; Amersham, 
EUA). El protocolo de amplificación se hizo con 10 ciclos: 30 s a 94°C; 30 s a 60°C y 60 s a 
72°C. La reacción de amplificación se llevó a cabo colocando los portaobjetos sellados 
sobre un termociclador acondicionado con un adaptador para RT-PCR in situ, PCR UNO II 
Biometra Whatman Company (Goettingen, Alemania) Después de la amplificación, se 
removió el clip metálico y el disco. La mezcla de reacción se removió con un papel filtro 
estéril y a las secciones de nódulos se añadió 1 mL de etanol absoluto por 1 min, se 
lavaron cinco veces con EDTA 1 mM y se dejaron 12 h a 22°C en esta misma solución 
protegidos de la luz. Se usó un control negativo tratado en las mismas condiciones sin 
polimerasa rTth. Las secciones de tejidos del RT-PCR in situse analizaron en el microscopio 
confocal Image System MRC-600 (Bio Rad, Hercules, CA, EUA). La fluorescencia para 
detectar los transcritos de PI3K amplificados y marcados con Cy5 se hizo con un láser 
Kr/Ar y las combinaciones de filtros apropiados. Las imágenes de contraste de fase se 
captaron en la  computadora y fueron procesadas en Adobe Photoshop 7,0. Estos ensayos 
se hicieron por duplicado de experimentos donde se usaron 3-4 secciones de tejido para 
cada muestra.  
 
II.6.6 RT-PCR semicuantitativo
La extracción de RNA de diferentes tejidos (nódulo, hoja, flor, raíz y tallo) de P. vulgaris se 
llevó a cabo con tiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para analizar la 
expresión de genes de los tejidos, se llevó a cabo una reacción de RT-PCR en dos etapas: la 
síntesis de cDNA seguida por las reacciones de PCR. El cDNA Se sintetizó usando M-MLVRT 
y oligo dT25-VN de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se 
hicieron con 2 L de cDNA, 0,5 U de Taq Polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, CA, 
EUA), amortiguador 10X, dNTPs 0,2 mM y 0,1 M de cada oligo. Para amplificar el gen 
PI3K se usaron los oligos PvPI3K_F y PvPI3K_R; para el gen constitutivo Aquaporina, se 
usaron los oligos PvAq_F y PvAq_R (Campos et al., 1997) y un control negativo sin molde. 
Las condiciones de la reacción fueron: 60 s a 94°C; 30 ciclos de 60 s a 94°C, 60 s a 56°C y 45 
s a 72°C en un termociclador DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer, EUA). Los productos 
de PCR se detectaron en geles de agarosa. 
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II.6.7 Cuantificación de los niveles de transcrito por análisis de transcripción reversa 
cuantitativa (PCR cuantitativa) 
El RNA total fue extraído de los tejidos molidos y congelados usando TRIzol 
(LifeTechnologies, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) según las instrucciones del 
fabricante, después se analizó su integridad por medio de una electroforesis en gel de 
agarosa y se cuantificó en un Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, MA, EUA).  
La RT-qPCR se realizó en dos etapas usando el kit de síntesis de cDNA Maxima First Strand 
cDNA Synthesis Kit para RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) y el kit Maxima SYBR 
Green qPCR Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
 
II.6.7.1 Síntesis de cDNA 
Para eliminar el DNA genómico, las muestras de RNA total (1 µg en 10 µL) fueron tratadas 
con 1 L de DNasaI, libre de RNasa (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, MA, EUA) a 37°C 
por 30 min, la cual se inactivó a 65°C por 10 min. Se adicionaron 2 L de oligonucleótido 
dT18 (0,25 g/L) y se incubaron 5 min a 65°C, después se añadió a cada tubo 8 L de una 
mezcla con 4 L de amortiguador de reacción 5x, 2L de inhibidor de RNAsa (RiboLock), 1 
L de la mezcla de dNTPs 10 mM y 1 L de transcriptasa reversa para tener un volumen 
final de 20 L; se incubó por 1 h a 42 °C y posteriormente se transfirieron los tubos a 65 °C 
por 10 min.    
 
II.6.7.2 Reacción de qPCR 
Cada reacción fue preparada usando 10 ng de RNA como molde en un volumen final de 20 
µL. Los oligonucleótidos específicos para cada gen usados en las reacciones de RT-qPCR 
están listados en la Tabla 6. Las qPCRs se realizaron en el temociclador LightCycler480 
(Roche, Penzberg, Alemania) en las siguientes condiciones: una preincubación de 95 °C, 10 
seg; 40 ciclos a 95°C 10s, 60°C 10 s y 72°C 10 s; y un enfriamiento a 37°C 30s. La 
abundancia relativa de los transcritos fue expresada como 2
CT
 o 2
CT
, donde CT = 
(CT gen de interés– CT gen de referencia) y CT = [(CT gen de interés – CT gen de 
referencia) muestra A] – [(CT gen de interés – CT gen de referencia) muestra B] 
(Schmittgen y  Livak, 2008). 
 
El factor de elongación 1 (PvEF1) se usó como gen de referencia, como describieron 
previamente Islas et al. (2011) y Montiel et al. (2012). Los datos mostrados en las gráficas 
de RT-qPCR son los promedios de tres o cuatro experimentos independientes o réplicas 
biológicas y cada muestra se evaluó por triplicado dentro de cada experimento.  
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II.6.8 PCR de colonia 
Para llevar a cabo la PCR a partir de clones bacterianos, se analizaron 10 colonias de cada 
transformación. Cada colonia se sembró en 3 mL de LB con el antibiótico de selección y se 
incubaron a 37°C (E. coli) o a 30°C (Agrobacterium) durante toda la noche. El cultivo se 
transfirió a un tubo eppendorff y se centrifugaó a 10.526 g por 3 min. Se descartó el 
sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 100 L de agua destilada. Los tubos 
se congelaron a -80 °C durante 10 min e inmediatamente después se hirvieron por 10 min, 
se repitió este procedimiento de congelamiento y ebullición tres veces seguidas. Se 
centrifugaron los restos bacterianos con un pulso de 13.600 g y el sobrenadante se 
transfirió a otro tubo. Se tomaron 1 a 2 l del sobrenadante como templado para llevar a 
cabo la PCR.       
 
II.7 Estudios Bioinformáticos 
II.7.1 Análisis filogenético 
La búsqueda de secuencias de aminoácidos de las proteínas PI3K clase III se hizo en las 
bases de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), EMBL-EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/), Phytozome c11 (http://www.phytozome.net) y PLAZA 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/; Proost et al., 2009) (Tabla 7).  
 
El alineamiento de secuencias múltiples se realizó usando el algoritmo ClustalW (Anexo 1) 
y el árbol filogenético fue generado usando el método “neighbor-joining” con 1000 
ensayos de rutina (bootstrap trials). Ambos procedimientos se implementaron en el 
programa MEGA 5 (Thompson et al., 1997). El árbol filogenético fue generado usando el 
programa MEGA5 (http://www.megasoftware.net/; Tamura et al., 2011). 
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II.7.2 Números de acceso del Banco de genes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
%, porcentaje de identidad y similitud con PI3K de P. vulgaris 
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II.7.3 Obtención del clon de PI3K de Phaseolus vulgaris 
El clon completo de cDNA de PvPI3K se obtuvo a partir de una librería  ZAP (Stratagene, 
CA, EUA) utilizando la sonda homóloga de 847 pb (arriba descrita) marcada 
radioactivamente al azar (random priming) en presencia de [-32P] dCTP para el tamizado. 
La librería se hizo a partir de nódulos de 20 días post infección (dpi) de acuerdo al 
instructivo de Stratagene (Stratagene, CA, EUA). Las placas de fago se extendieron en una 
caja de Petri (15 cm de diámetro) a una densidad de aproximadamente 50.000 placas por 
caja. Los filtros de nitrocelulosa impregnados con las placas se hibridaron a 65°C por 18 h 
con la sonda marcada y desnaturalizada en amortiguador de hibridación [NaHPO4 0,5 M 
pH 7,2, SDS 7% (w/v), BSA 1%, EDTA 1mM]. Los filtros se lavaron en amortiguador de 
fosfatos (NaHPO4 40 mM pH7,2, SDS 5% (w/v), EDTA 1 mM) con agitación, a temperatura 
ambiente por 15 min y dos veces a 65°C por 15 min. Los filtros húmedos se expusieron en 
una hoja radiográfica toda la noche a -70°C. Después de hacer el revelado de la hoja, se 
encontró un clon positivo, el cual se purificó y el inserto de cDNA se recuperó del fago 
recombinante por coinfección con un fago helper Exassist (Stratagene, CA, EUA). El 
plásmido Bluescript resultante contenía el inserto de cDNA (2,7 kb) y el análisis de 
secuencia confirmó que correspondía a la región codificante de PvPI3K.  
          
II.8 Construcción de vectores 
II.8.1 Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR 
Para obtener los fragmentos de la región de interés de cada construcción, se utilizaron los 
oligonucleótidos indicados en la Tabla 6 con la Polimerasa DNA Pfu (Fermentas 
Thermofisher Scientific, MA, EUA), con el objeto de generar extremos romos. La reacción 
de PCR consistió en una etapa de desnaturalización de 3 min a 95°C, seguido por 30 ciclos 
de: a) desnaturalización a 95°C, 30 s; b) alineamiento de los oligonucleótidos a 60°C 
durante 30 s y c) extensión a 72°C por tiempos variables de 30 a 60 s (dependiendo de la 
longitud del fragmento, 1 min/kb) y finalmente una etapa de extensión a 72°C por 7 min. 
La mezcla de reacción consistió del DNA molde (15-25 ng), solución amortiguadora para 
PCR, MgSO4 1,5 mM, dNTPs a una concentración final de 0,2 mM de cada uno, 
oligonucleótidos sentido 0,2 mM y antisentido 0,2 mM, Taq Pfu polimerasa recombinante 
0,5 U/L y agua destilada por filtro milliQ (Millipore) a una volumen final de 25 L. 
 
II.8.2 Clonación de productos de PCR en el vector pENTR/D-TOPO  
Se utilizó el vector de clonación direccional pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen Thermofisher 
Scientific, MA, EUA). Para obtener la clonación unidireccional del fragmento deseado se 
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diseñaron oligonucleótidos sentido (5´-3´) con cuatro pares de bases (CACC) adicionales en 
el extremo 5´. Fue necesario utilizar la Polimerasa Pfu que deja extremos romos en los 
extremos del producto de PCR. El vector contiene una topoisomerasa que permite la 
ligación del fragmento a la secuencia complementaria GTGG que sobresale en uno de los 
extremos del vector. La reacción de ligación del producto de PCR con respecto al vector se 
llevó a cabo usando una relación molar de 0,5-2:1, producto de PCR: vector. El protocolo 
consistió en mezclar el producto de PCR con el vector y se incubó a 25°C durante 12 h.  
 
II.8.3 Transformación de células electro-competentes de E. coli 
Se descongelaron alícuotas de 50 L de células E. coli electro-competentes en hielo por 
15-20 min. Se añadieron 50-100 ng de la reacción de la ligación o de la reacción de 
recombinación. La mezcla se incubó en hielo durante 30 min. Posteriormente, las células 
se colocan en una cubeta de electroporación de 0,1 cm (Bio Rad, Hercules, CA, EUA), la 
cual se colocó en un sistema de pulso eléctrico (Gene pulser® system, Bio Rad) y se 
sometieron a un choque eléctrico de 1,66 V (25 FD) por 5 ms, inmediatamente después 
se añadieron 250 L de medio S.O.C. para la recuperación de las células y se incubaron 
durante 1 h a 37°C. El cultivo se plaqueó en una caja de Petri con LB sólido suplementado 
con el antibiótico de selección y se incubaron a 12-16 h a 37°C. 
 
II.8.4 Reacción de recombinación con el vector binario 
Una vez que se verificó por secuenciación o por PCR que el fragmento deseado estaba 
clonado correctamente en el vector de entrada (pENTR™ Directional TOPO®, Invitrogen), 
se llevó a cabo la reacción de recombinación de 50 ng del clon de entrada con 150 ng del 
vector de destino. Para esto, se utilizó 2 L de la enzima LR clonasa (Invitrogen 
Thermofisher Scientific MA, EUA) con amortiguador TE pH 8,0 (Tris-HC 10 mM, EDTA 1 
mM) en un volumen final de 10 L. La reacción de recombinación se incubó durante 12 h a 
25°C, después se trató con 1 L de proteinasa K (2 g/L) por 10 minutos a 37°C. La 
proteinasa K degrada la LR clonasa y detiene el proceso de recombinación. Para 
transformar genéticamente las células de E. coli DH5 por electroporación se usaron 2 L 
de la reacción de recombinación. Las colonias que resultaron de la transformación fueron 
seleccionadas mediante PCR de colonia para verificar la clonación del gen de interés. A 
continuación se llevó a cabo la purificación del plásmido del clon positivo en las 
condiciones antes descritas. Luego se mandó a secuenciar a la Unidad de secuenciación 
del Instituto de Biotecnología de la UNAM (Cuernavaca, México). Para esto, en tubos de 
0,2 mL se mezclaron 700 ng de DNA con 10 pmoles de oligo M13F o M13R en un volumen 
final de 16 L. De esta forma se generó la construcción PvPI3K-RNAi.  
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Para generar la construcción del promotor proPvPI3K:GFP-GUS, un fragmento de 1,050 pb 
ubicado corriente arriba del codón de inicio de PvPI3K fue amplificado por PCR usando el 
DNA genómico de P. vulgaris como molde con los oligonucleótidos PvPI3Kpro_F y 
PvPI3Kpro_R (Tabla 6). El producto de PCR fue clonado en el vector pENTR™/D-TOPO® 
(Invitrogen Thermofisher, MA, EUA). Su secuencia se confirmó por secuenciación y fue 
recombinado en el vector binario destino pBGWFS7,0 (Karimi et al., 2002) usando el 
sistema Gateway® LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen Thermofisher, MA, EUA). Este 
plásmido es producto del trabajo de tesis de Cruz, 2011.  
La construcción PvBeclina1-RNAi fue generada a partir del fragmento de 400 pb del 
extremo 5’ (Untranslated Region, UTR) de PvBeclina1 amplificado por PCR utilizando los 
oligonucleótidos PvBeclina1-RNAi_F y PvBeclina1_RNAi_R (Tabla 6). El producto de PCR 
fue clonado en el vector pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen Thermofisher Scientific, MA, EUA). 
Se confirmó por secuenciación y se recombinó en el vector binario pTDT-DC-RNAi para 
obtener el vector pTDT-Beclina1-RNAi. Este plásmido es producto del trabajo de tesis de 
Cruz, 2014).  
Para la construcción del PvPI3K-RNAi, un fragmento de 537 pb correspondiente a la región 
3´de la secuencia codificante de PvPI3K fue amplificada por PCR usando los 
oligonucleótidos PvPI3K-RNAi_F y PvPI3K-RNAi_R (Tabla 6) con el cDNA de nódulos de P. 
vulgaris (20 dpi). Después de clonar este fragmento en pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen 
Thermofisher Scientific, MA, EUA) y confirmar la presencia y orientación del inserto por 
secuenciación, el producto de PCR fue recombinado en sitios compatibles del vector pTDT-
DC-RNAi, el cual contiene  un tallo asa, basado en  el sistema de clonación/recombinación 
Gateway (Valdes-Lopez et al., 2008). La orientación correcta de los fragmentos 
recombinados fue confirmada por secuenciación y por PCR usando los oligonucleótidos 
Wrky-3_F o Wrky-5_R con PvPI3K-RNAi_F (Tabla 6), como describió Valdes-Lopez et al., 
(2008). 
El vector (pTDT-PvPI3K-RNAi) resultante dirige la transcripción de un tallo asa PvPI3K-RNAi 
bajo el control del promotor 35S. Adicionalmente, el vector contiene el casette 
NOSprom:tdT, el cual media la expresión del marcador fluorescente tdTomato (Shaner et 
al., 2004) y permite la identificación de las raíces transformadas.  
La secuencia del dominio FYVE utilizado en este trabajo proviene de dicho dominio 
presente en la proteína Hrs (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 
substrate). Para sobre expresar el dominio FYVE se usó el plásmido pGreen35S:YFP-
2xFYVE, amablemente donado por el Profesor Teun Munnik (Section of Plant Physiology, 
Swammerdam Institute for Life Sciences, Universidad de Amsterdam, Holanda) (Vermeer 
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et al., 2006). Todos los plásmidos binarios construidos fueron introducidos por 
electroporación en la cepa A. rhizogenes K599. 
 
 
II.8.5 Preparación de células electro-competentes de A. rhizogenes 
Las células de A. rhizogenes se cultivaron durante 16 h en un tubo de ensayo con 5 mL de 
LB a 30°C en constante agitación (250 rpm). Al término, se utilizó 1 mL como inóculo de 
100 mL de LB. El cultivo se incubó a 30°C con agitación constante (225 rpm) hasta que 
alcanzó una OD600nm de 0,5. En este punto se detuvo el crecimiento y se centrifugaron las 
células a 5.000  g durante 20 min a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y se lavaron 3 veces 
las células con agua desionizada estéril. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron 
las células en 2 mL de glicerol al 20%. Las células de distribuyeron en alícuotas de 50 L en 
tubos eppendorff estériles. Las células se almacenaron a -80°C hasta su uso. Todos los 
reactivos y el material de este protocolo se pre-enfriaron a 4°C y las células desde que se 
cosecharon se mantuvieron en hielo durante todo el procedimiento.  
 
II.9 Generación de plantas compuestas de P. vulgaris 
 
II.9.1 Desinfección y germinación de semillas 
En este estudio se utilizó P. vulgaris L. cv. Negro Jamapa. Se seleccionaron 
aproximadamente 100 semillas de P. vulgaris de la mejor calidad y se colocaron en un 
matraz Erlenmeyer de 250 mL. En condiciones estériles, se lavaron con 100 mL de agua 
estéril cuatro veces con agitación. La superficie de las semillas de P. vulgaris se esterilizó 
por tratamiento con etanol 96 % durante 1 min y se lavaron con agua estéril cuatro veces, 
posteriormente se  añadió hipoclorito de sodio al 20 % durante 5 min con agitación suave. 
Después se realizaron cuatro lavados sucesivos con agua estéril y se colocaron en 
recipientes metálicos con toallas de papel húmedas con una separación de 
aproximadamente 2 cm entre cada semilla (Figura 12). Se cubrió el recipiente con papel 
aluminio, se colocó ligeramente inclinado y se incubaron en la obscuridad por 2 días a 25-
28°C en una cámara de germinación. Posteriormente, los germinados de P. vulgaris, se 
transfirieron a vasos con vermiculita o en caso de proceder a la generación de plantas 
compuestas, se infectaron con A. rhizogenes y se colocaron en tubos de vidrio (20 cm x 2,2 
cm de diámetro) conteniendo solución nutritiva B&D. Una vez que emergieron las raíces 
pilosas se eliminó la raíz principal y las plantas se transfirieron a macetas o a vasos 
plásticos con el sustrato requerido (vermiculita grado 3 para nodulación o metromix para 
micorrización) suplementados con el medio B&D (solución de nutritiva para leguminosas) 
(Figura 12). 
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Figura 12. Esquema del procedimiento de generación de plantas compuestas de poroto.  
Las raíces pilosas se obtuvieron a partir de germinados de dos días infectados con A. rhizogenes 
K599 con el transgen de interés. Se colocaron en un tubo con solución nutritiva B&D y 
aproximadamente doce días después, se observaron las raíces pilosas. Después de este tiempo, un 
grupo de plantas se colectaron o se cultivaron en tubo para análisis de pelos radicales. A otro 
grupo de plantas, se les eliminó la raíz principal para transferirlas a macetas e inocularlas con 
Rhizobium o con esporas del hongo R. irregularis. Después del riego y cuidado adecuado de las 
plantas, se colectaron los tejidos para ensayos de histoquímica (con glucuronidasa, GUS), tinción 
(AT, azul de tripano) o para ensayos de PCR (ver detalles en el texto).   
 
II.9.2 Preparación del inóculo e infección de las plántulas 
Las cepas de Agrobacterium rhizogenes K599 se sembraron directo del stock en glicerol 
(aprox. 250 L /caja) en las cajas de Petri con medio LB con la adición de los antibióticos 
respectivos del plásmido de selección. Después de 48 h de incubación a 30°C, se colectó el 
cultivo de la caja de Petri y se resuspendió en aproximadamente 250 L de solución B&D 
estéril en tubos eppendorff de 1,5 mL. Con esta suspensión se inyectaron plantas de dos 
días desde la germinación directamente en la región del epicotilo. Las plántulas se 
inocularon con una jeringa de 2 mL (aguja 21Gx32 mm; 0,8 mm, 11/4”) procurando que la 
punta de la jeringa alcance el tejido vascular y se liberaran 1 a 2 gotas del inóculo en la 
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herida. Los porotos se colocaron sobre un soporte de plástico (tubo falcon de 15 mL) de 
tal forma que la herida quedara encima del nivel de la solución y la raíz sumergida. Los 
tubos de vidrio se cerraron con una tapa de plástico para conservar la humedad. Después 
de la infección se procedió al cuidado y riego cada tres días con el medio B&D. Conforme 
crecían las plantas el tapón se cambió por parafilm o ega-pack, lo que les permitió crecer 
fuera del tubo. Una semana después de la inoculación, las plantas infectadas con las cepas 
de interés empezaron a mostrar ápices de raíz que crecían desde los sitios de la herida. 
 
II.9.3 Obtención de raíces pilosas de P. vulgaris 
Usualmente a la segunda semana de la infección con A. rhizogenes K599, se observaron las 
raíces pilosas (aproximadamente de 3 cm de largo) emerger del callo. El método de 
transformación que se llevó a cabo es de acuerdo al descrito por  Estrada-Navarrete et al., 
(2007), con las modificaciones de procedimientos aquí descritas. En los tiempos indicados 
en los experimentos, las raíces pilosas fueron observadas bajo el estereoscopio de 
epifluorescencia (Olympus SZX7) y las raíces transgénicas fueron seleccionadas con base a 
la expresión de la proteína roja fluorescente tdTomato (tandem dimer Tomato; Shaner et 
al., 2004) codificada por la construcción derivada del vector pTDT-DC-RNAi. Las raíces 
peludas no fluorescentes fueron escindidas con un bisturí desde el sitio de emergencia y 
descartadas. Las raíces pilosas fueron congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -
80 C o sujetas a análisis fenotípico. 
 
II.10 Cuantificación de pelos radicales 
Las raíces transgénicas se aclararon y se montaron en una solución que contenía NaI 4,2 M 
y Na2S2O3 en glicerol al 65% y dimetilsulfóxido al 2% como describe Dubrovsky et al., 2009. 
Las raíces se cortaron en secciones de aproximadamente tres centímetros de longitud y se 
montaron en un portaobjetos. El número de pelos radicales con una longitud mayor y 
menor a 130 m se cuantificó por milímetro, con base a imágenes capturadas por campo 
microscópico. Se utilizó un microscopio Zeiss Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, 
Alemania) equipado con óptica Nomarski, acoplado a una cámara a color Photometrics 
CoolSNAPcf (Valley International Corporation, TX, EUA), con un lente NA40 X/1 con un 
objetivo de inmersión en agua.   
 
II.10.1 Aislamiento de pelos radicales y puntas de las raíces 
Los pelos radicales se aislaron de acuerdo al protocolo del laboratorio de Gary Stacey 
(Root Hair Systems Biology website, University of Missouri-Columbia, MO, USA 
(http://www.soyroothair.org/index.php/education/4-research/protocols/12-root-hair 
isolation-protocol). Brevemente, las plántulas de P. vulgaris (48 h post-germinación) se 
sujetaron con pinzas y las puntas de las raíces (aproximadamente 0,5 mm) se cortaron con 
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tijeras. Por medio de un segundo corte en la base de la raíz se liberó el segmento restante 
de la raíz. Las puntas de las raíces y segmentos de raíces recién colectados se colocaron en 
vasos de precipitado separados, se sumergieron en nitrógeno líquido y se agitaron 
vigorosamente para separar los pelos radicales de las raíces. Los pelos radicales fueron 
aislados vertiendo la mezcla de nitrógeno líquido a través de un colador de metal. Las 
puntas de las raíces y las raíces peladas o rasuradas (las cuales quedaron retenidas en la 
coladera) y los pelos radicales se colectaron después de la evaporación de nitrógeno y se 
almacenaron a -80°C hasta su uso.  
 
II.11 Ensayos de nodulación de plantas de P.vulgaris 
La bacteria Rhizobium tropici CIAT899 se creció en matraces de 250 mL con 100 mL de  PY 
suplementado con CaCl2 7mM, rifampicina 50 µg ml
-1 y ácido nalidíxico 20 µg ml-1, en 
agitación constante (250 rpm) a 30°C hasta que la suspensión alcanzó una OD600nm de 0,8. 
Para los ensayos de nodulación, las plantas transgénicas fueron trasplantadas a macetas 
(10 × 10 cm) con vermiculita, inoculadas con 1 mL de suspensión de R. tropici CIAT899 
diluido a una OD600nm de 0,05 en MgSO4 10 mM y crecidas en un cuarto de crecimiento 
con ambiente controlado (16 h luz / 8 h oscuridad, a 26°C). Las plantas fueron regadas 
(hidratadas) de tres a cuatro veces por semana con solución B&D con KNO3 2 mM. A los 
tiempos post inoculación indicados, las raíces transgénicas fueron congeladas en 
nitrógeno líquido y almacenadas a -80C o analizadas para detectar fenotipo. Las plantas 
con déficit de nitrógeno crecieron con solución B&D que contiene KNO3 0-2mM, mientras 
que las plantas con B&D con KNO3 8-10 mM se consideraron sin déficit de nitrógeno.  
 
II.12 Análisis de la actividad fotosintética de las plantas compuestas de P. vulgaris. 
Las hojas de las plantas compuestas de P. vulgaris de 15-20 días post-inoculación (dpi) con 
R. tropici CIAT899, fueron utilizadas para medir la eficiencia fotosintética de acuerdo al 
protocolo desarrollado por el Dr. Reto J. Strasser y su equipo en el Laboratorio de 
Bioenergética de la Universidad de Génova, Suiza (http://www.retostrasser.ch/). Las 
plantas se colocaron en una cámara oscura durante 30-60 min, después de ese tiempo se 
tomaron 3 lecturas de la parte adaxial de cada hoja con una pequeña pinza circular 
adaptada a un instrumento detector (Handy PEA V 1.3). Se hicieron lecturas de 2 trifolios 
de 3 plantas de cada condición dejando las plantas intactas. Las lecturas registradas se 
procesaron con el programa de actividad fotosintética y los valores obtenidos se 
graficaron.   
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II.13 Inoculación con esporas de Rhizophagus irregularis y micorrización  
Las plantas silvestres (de 2 d) o las plantas compuestas de poroto (de 5 d, PvPI3K-RNAi y 
control) se transfirieron a macetas (20 cm de diámetro) con Metromix estéril, se 
inocularon con 800 esporas de R.irregularis por planta que fueron amablemente 
proporcionadas por el Dr. Ignacio M. Mendoza, Instituto Politécnico Nacional, México. Las 
plantas inoculadas fueron irrigadas dos veces por semana con solución de B&D 0,5X que 
contenía una baja concentración de fosfato de potasio (10 μM) para favorecer la 
colonización del hongo arbuscular (Smith et al., 2003).   
 
II.14 Tinción de Micorrizas 
Las raíces infectadas fueron colectadas de las plantas a 21 y 42 dpi y se tiñeron de acuerdo 
con un procedimiento de tinción modificado por Koske y Gemma, 1989. Para ello, las 
raíces transgénicas se lavaron con agua de red esterilizada en autoclave para remover el 
metromix remanente utilizado como sustrato. Después se seleccionaron las raíces con 
fluorescencia (del gene reportero tdT) y se cortaron en segmentos de 2-3 cm de largo 
desde la punta. Los pedacitos de raíz se colocaron en un tubo Falcon con tapa. Se añadió 
una solución fijadora (50 mL de etanol, 5 mL de ácido acético, 10 mL de formaldehido y 35 
mL de agua) suficiente para cubrirlas bien, más un volumen adicional y se dejaron toda la 
noche a 4°C. 
 
Al día siguiente, los pedazos de raíz se enjuagaron varias veces con agua destilada para 
remover la solución fijadora. Después se añadió una solución de aclaración con KOH al 2,5 
% y se hirvieron a 90 °C en un termoblock por 10-30 min. Para remover la solución de KOH  
de las raíces, se lavaron con agua destilada 5 a 7 veces. Para decolorar las raíces se utilizó 
una solución de H2O2 alcalina preparada al momento de usarla (3 mL de NH4OH al 20% 
w/v + 27 mL de H2O2 al 3%), en cantidad suficiente para cubrir las muestras y se dejó la 
solución durante 10-45 min. Se removió la solución de H2O2 alcalina y se lavaron con agua 
5 a 7 veces. Después se llevó a cabo una acidificación con HCl 1% v/v con agitación 
durante 1-2 h (se pueden dejar hasta 8-10 h). Después se removió el HCl y se lavaron con 
agua destilada una vez. Las muestras acidificadas se tiñeron con azul de tripano al 0,05-
0,4% en solución de glicerol ácido (500 mL de glicerol + 450 mL de HCl 1% v/v) y se 
calentaron 15-30 min a 90°C (o por 1 hora o 60-80°C en un horno) (Koske y Gemma, 
1989).  
Para remover el colorante de las raíces se añadió una solución de glicerol-ácido y se 
dejaron toda la noche a temperatura ambiente. Para observar las muestras en el 
microscopio se montaron en un portaobjetos en glicerol al 50 %/PBS 1X. 
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Preparación de colorantes  
Azul de tripano (Trypan Blue, Sigma Aldrich, MO, EUA). Se disolvieron 625 µL de solución 
de azul de tripano al 0,4% en 100 mL de agua MiliQ.  
La Aglutinina de germen de trigo (AGT) conjugada con Alexa Fluor633 (AGT-Alexa Fluor 
633, Molecular Probes, Invitrogen), se preparó como describió Javot et al., (2007).  
El estado de colonización de las raíces por los hongos arbusculares  fue determinado por 
microscopía luminosa y confocal, según se indica en la sección de microscopía.  
II.15 Cuantificación de la colonización micorrícica  
La determinación de la colonización micorrícica de la raíz se realizó en raíces colectadas de 
las plantas experimentales crecidas bajo las condiciones mencionadas arriba. Esta medida 
estima el crecimiento del hongo arbuscular por el método de intersección de cuadrante 
(Giovannetti y Mosse, 1980) que se usa comúnmente para medir la longitud de la raíz y el 
porcentaje de la colonización micorrícica. 
 
En una caja de Petri cuadriculada en la base con cuadros 1,1 X 1,1 cm, se extendieron las 
raíces teñidas. Bajo el microscopio se exploraron las líneas horizontales y verticales de la 
cuadrícula. Se registró el número total de raíces que interceptaron las líneas de la 
cuadrícula, las cuales representan: la longitud total de la raíz en cm, el total de la longitud 
de la raíz micorrizada y el número de intersecciones con estructuras micorrícicas. Se 
calculó el porcentaje de colonización por longitud de raíz (%RLC) utilizando la siguiente 
fórmula: 
%RLC= Nirm / Nrt   X 100 
Nirm= Número total de intersecciones con raíces micorrizadas. 
Nrt = Número total de raíces. 
Estos datos se utilizaron para determinar las longitudes tanto de raíz completa como de la 
raíz micorrizada. El porcentaje de colonización micorrizada de la raíz (% RLC) se calculó 
incluyendo todas las estructuras fúngicas (McGonigle et al., 1990). 
 
II.16 Ensayo de reducción de acetileno 
La fijación de nitrógeno se evaluó usando el método de reducción del acetileno (Vessey, 
1994). Las raíces transgénicas noduladas de 20 dpi (seis raíces individuales por 
experimento) se colocaron en un vial de 160 mL sellado con un tapón de plástico. 2 mL de 
aire fueron aspirados con una jeringa del vial cerrado, inmediatamente, se remplazaron 
con un volumen igual de gas acetileno. Después de que las muestras fueron incubadas por 
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60 min a temperatura ambiente, se evaluó la producción de etileno por medio de 
cromatografía de gas en un cromatógrafo Varan 330. Inmediatamente después de la 
cromatografía, los nódulos se separaron de las raíces, se dejaron secar a 60C durante dos 
días y se pesaron. La actividad específica de la nitrogenasa se expresó como mmol de 
etileno h-1 g-1 de peso seco de nódulo. 
 
II.17 Análisis microscópico y  de imágenes 
Los hilos de infección y los nódulos seccionados se analizaron en raíces transgénicas 
colectadas a los 12-17 dpi bajo un microscopio confocal Zeiss LSM 510. Las raíces 
transgénicas portadoras de la construcción proPvPI3K:GFP-GUS se analizaron por análisis 
histoquímico con base a la actividad de GUS, según se describió previamente (Jefferson et 
al., 1987). Adicionalmente, las raíces transgénicas se observaron bajo el microscopio Zeiss 
Axioscop con lentes 10×, 20× y 63×, o por microscopia confocal en el microscopio Zeiss 
LSM 510 Meta del Laboratorio Nacional de Microscopía Avanzada (LNMA-IBT, UNAM). La 
proteína fluorescente GFP fue excitada con un láser de ion argón/2 (488 nm), la 
fluorescencia emitida fue colectada por medio del filtro de IR BP-500-530 nm. Para 
observar la fluorescencia de tDT y DsRed, las muestras se excitaron a 543 nm y la emisión 
fue captada con el filtro LP 560. La aglutinina de germen de trigo fluorescente (AGT-Alexa 
Fluor 633, canal rojo) fue excitada por el láser He Ne2 a 633 nm y la fluorescencia emitida 
fue colectada usando el filtro BP507-IR. 
 
II.18. Microscopía óptica de nódulos embebidos en resina LR-White 
Nódulos de 20 dpi (cuatro a seis nódulos fueron colectados de diferentes plantas 
compuestas) se fijaron en p-formaldehido al 2% y glutaraldehído al 0,4% en solución 
amortiguadora de PBS durante 2 h a temperatura ambiente. Después se sometieron a una 
deshidratación gradual en etanol absoluto (de 10 a 100  %) y se incluyeron en resina LR-
White. Para analizar los nódulos por microscopía óptica, los nódulos se cortaron en un 
ultra micrótomo (Leica Ultracut R, Viena, Austria) en secciones semifinas de 7 m. Las 
secciones se fijaron en un portaobjetos de vidrio y se trataron con una serie decreciente 
de concentraciones de etanol. Las muestras se tiñeron con 0,1% (p / v) de solución de azul 
de toluidina por 40 min seguido de un lavado con agua destilada. El análisis de los tejidos 
se hizo en un microscopio de luz Motic BA300 (Xiamen, China) y fotografiado con una 
cámara digital Motic M1000 (Xiamen, China). 
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II.19 Análisis estadístico 
Para validar cuantitativamente los resultados obtenidos se llevaron a cabo al menos dos 
réplicas biológicas de cada experimento (n). En cada réplica se analizó un determinado 
número de muestras, de las cuales se sacó un promedio por cada grupo. Este número fue 
diferente para cada experimento y se menciona en las gráficas. En el caso del RT-qPCR se 
consideró el promedio de las lecturas registradas por triplicado por cada muestra (réplica 
técnica). El procesamiento de los datos y el análisis estadístico se realizó usando el 
programa  GraphPad Prism versión 6.00 para Windows. La prueba t-Student no pareada 
de dos colas se usó para determinar si los datos de dos grupos diferentes fueron 
estadísticamente significativos y la prueba de ANOVA de una vía se usó para las 
comparaciones múltiples. 
En las gráficas se indica por medio de uno, dos o tres asteriscos, las diferencias que son 
estadísticamente significativas con *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, respectivamente. 
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III.1 Aislamiento del clon de cDNA de PI3K 
Al inicio de este proyecto no teníamos disponibles en internet bancos de genes de poroto 
para el estudio de la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K), por lo que se usaron dos bancos: 
uno genómico y uno de cDNA de P. vulgaris, elaborados por el Dr. Rodolfo López Gómez 
(Profesor de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, México). Para aislar el 
clon de PI3K de cada banco, se utilizó una sonda homóloga generada a partir de RNA 
(método de purificación de Chomczynski y Sacchi, 1987) de nódulos de poroto de 20 días 
post inoculación (dpi) (Figura 13). La sonda se sintetizó por PCR utilizando los 
oligonucleótidos PI3K_F y PI3K_R (Tabla 6) diseñados a partir de las secuencias de DNA 
(GmPI3K1 y GmPI3K5) de soja (Hong y Verma, 1994). El producto de la reacción de PCR 
produjo un fragmento de 847 pb que se usó como sonda marcada para tamizar los bancos 
de P. vulgaris (Figura 13 B).  
 
Después de tres rondas sucesivas de hibridación (sobre filtros de nitrocelulosa) entre la 
sonda purificada y marcada radioactivamente con los clones (50.000) del banco de cDNA 
lambda Zap (y de tres lavados estrictos como se describe en II.7.3), se seleccionaron los 
clones que resultaron positivos. Después de transferirlos al plásmido pBluescript (pBS), se 
seleccionaron únicamente trece clones, de 300 clones analizadas, los cuales dieron una 
señal positiva radioactiva por duplicado (Figura 13 A). De los clones positivos se llevó a 
cabo una purificación de plásmido con una mini preparación de DNA. Los clones digeridos 
con las enzimas EcoRI y XhoI liberaron fragmentos de tamaños diferentes. Se seleccionó el 
clon 1, de mayor tamaño, para asegurar que estuviera completa la secuencia del cDNA 
(Figura 13 C). El clon pBS-PI3K se mandó secuenciar y el análisis por BLASTX mostró que la 
secuencia de 2.694 pb contiene un marco abierto de lectura de 2.436 pb que corresponde 
a la PI3K. Después se hizo una digestión sencilla y una doble en sitios únicos del plásmido 
para liberar un fragmento del tamaño esperado (Figura 13 D). La secuencia fue reportada 
como PvPI3K en la base de datos del banco de genes con el número de acceso 
DQ118425.1. 
 
 
 Capítulo III. Caracterización bioinformática 
 82 
 
 
Figura 13. Aislamiento y obtención del clon de cDNA de PvPI3K.  
(A) Hibridación en colonia de tres filtros con cien colonias (F1, F2 y F3) por duplicado (F1A, F2A y 
F3A) con la sonda PI3K desnaturalizada y con el control positivo (+, sonda PI3K, PCR de panel B). 
Las trece colonias marcadas positivas se señalan con flechas. (B) Reacción de PCR específica (gel de 
agarosa al 1%) Carril 1, sonda de PI3K amplificada por PCR de 847 pb. MP, marcador de peso 
molecular 100 pb. (C) Digestión con enzimas de restricción en gel de agarosa al 1%. Carriles 1-13, 
DNA de las trece colonias digeridas con EcoRI/XhoI, las flechas señalan el fragmento de 2,694 pb 
liberado del vector de 2,964 pb; carril 14, pBS digerido con XhoI; carril 15, pBS digerido con EcoRI;  
MP, marcador de peso molecular de lambda HindIII. (D) Digestión del clon seleccionado en gel de 
agarosa al 1%. Carril 1, clon pBS-PI3K digerido con EcoRI/XhoI; carril 2, pBS con EcoRI. MP, 
marcador de peso molecular de 1 Kb DNA.  
 Capítulo III. Caracterización bioinformática 
 83 
III.2 Aislamiento del clon genómico de PI3K 
El clon genómico de PI3K de poroto fue aislado con el mismo procedimiento que se utilizó 
para el clon de cDNA. Se hizo un tamizado con la sonda PI3K, en este caso utilizando el 
banco genómico de fago Lambda Dash II de P. vulgaris, del cual se obtuvo un clon positivo 
(clon 21). Para obtener la secuencia de este clon, se usó una Taq XL-Elongasa® (Invitrogen) 
que amplifica fragmentos de DNA de hasta 20 kb con los oligos específicos U1PI3K y 
L2413PI3K (Tabla 6). Para amplificar el clon genómico completo de 12 kb se llevó a cabo 
una reacción a nivel preparativo (500 l) que se mezcló con 500 l de glicerol al 25% en TE 
50:20 mM, posteriormente se fragmentó a 14 psi de presión por 60 s con un nebulizador 
(Figura 14 A). Se concentró la muestra por precipitación clásica de DNA con acetato de 
sodio y etanol, posteriormente se hizo una reparación del DNA nebulizado con una 
reacción de Klenow para reparar los extremos de las cadenas y se purificó en tubos 
eppendorff de 0,5 mL con sephadex G50 superfino (Pharmacya). Con el fin de obtener 
fragmentos de DNA de alrededor de 2.000 pb, el DNA eluido de la columna se concentró 
por vacío y se cargó en un gel de agarosa al 1 % para cortar las bandas de ese tamaño.  
 
Después se purificó el DNA de las bandas de agarosa en columnas Qiaquick (Qiagen) 
(Figura 14 B). Estos fragmentos se ligaron con el plásmido pZErO®-2 (Invitrogen) para ser 
transformado en las células competentes cepa E. coli One Shot TOP10 (Figura 14 C). De las 
colonias que resultaron seleccionadas en 50 g/ml de kanamicina, se aislaron y se llevaron 
a cabo minipreparaciones del DNA en placas de 96 pozos. Después se verificó el DNA por 
electroforesis en gel de agarosa (Figura 14 D). La secuencia completa se obtuvo en un 
secuenciador automático con el procedimiento Genome Walker (Figura 14 E), es decir 
conforme se obtenía la secuencia, se diseñaron nuevos oligos para continuar avanzando y 
sobrelapar fragmentos de DNA de los clones hasta obtener la secuencia completa de 
13,075 pb. El análisis de la secuencia reveló una región de 1.079 pb antes del codón de 
inicio, seguido por 17 exones y 16 intrones que varían de tamaño desde 77 a 2,329 nt 
distribuidos en la región codificante. La secuencia genómica de PvPI3K  que reportamos en 
la base de datos del banco de genes con el número de acceso DQ118424.2, es idéntica a la 
secuencia con número ID Phvul.002G070100.1 disponible en la base de datos Phytozome 
v11 (http://www.phytozome.net).    
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Figura 14. Secuenciación del clon genómico de PI3K.  
(A) Producto específico de la reacción de PCR en gel de agarosa al 1%. Carril 1, producto de PCR 
amplificado a partir del clon genómico de PI3K. (B) Nebulización del producto específico de PCR en 
gel de agarosa al 1%. Carril 1, producto de PCR amplificado a partir del clon genómico de PI3K 
nebulizado; carril 2, no nebulizado. (C) Purificación del producto de PCR específica, nebulizada y 
purificada a un rango de 2 kb, en gel de agarosa al 1%. Carril 1, producto de PCR amplificado a 
partir del clon genómico de PI3K nebulizado y purificado por columna en gel; carril 2, plásmido 
pZErO linearizado con BamH1. (D) DNA de 96 minipreparaciones de los clones seleccionados. (E) 
Ejemplo de lecturas de secuencias de DNA obtenidas con el secuenciador automático. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE1X, teñido con bromuro de etidio; MP, marcador 1 Kb 
plus.  
      
 
III.3 Caracterización de PI3K en Phaseolus vulgaris 
Cuando se analizó con más detalle el clon PI3K, se encontró que la unidad transcripcional 
contiene las regiones 5´y 3´ no traducidas y un marco de lectura abierto que codifica para 
una proteína de 811 aminoácidos. Por medio del análisis de secuencia en Pfam se 
determinaron los dominios funcionales y se encontró que PvPI3K pertenece a la subfamilia 
PI3K clase III. Además, se encontró el dominio estructural C2, el cual ancla las proteínas a 
las membranas celulares; el dominio accesorio PIK y el dominio catalítico PI3_PI4 cinasa 
(Vanhaesebroeck et al., 2010) con motivos altamente conservados que están presentes en 
estas cinasas de lípidos (Herman y Emr, 1990; Hiles et al., 1992; Walker et al., 1999) 
(Figura 15).  
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atgaccggtaacgagtttcgcttcttcttgtcctgcgacatcaatcttcccgtcactttccgcgttgagcgtctc 75                  
 M  T  G  N  E  F  R  F  F  L  S  C  D  I  N  L  P  V  T  F  R  V  E  R  L  25 
gaaggcagtttttccctttccaaattccccgattcagaaaatgatgaccccacggagaatataatcccggagttg 150 
 E  G  S  F  S  L  S  K  F  P  D  S  E  N  D  D  P  T  E  N  I  I  P  E  L  50 
tatgtggagtgtgcgttgtacattgatggtgcgccgtttggccttcccaccagaaccaggttggagtccactgga 225 
 Y  V  E  C  A  L  Y  I  D  G  A  P  F  G  L  P  T  R  T  R  L  E  S  T  G  75 
ccaccattttgttggaatgagctcatcactttaacaactaaatatcgagacttaactgctcagtcacaactcacc 300 
 P  P  F  C  W  N  E  L  I  T  L  T  T  K  Y  R  D  L  T  A  Q  S  Q  L  T  100 
ttcactgtttgggatgtttcacatggagaaggattgattggaggagctacaattcttctcttcaataacaaaaag 375 
 F  T  V  W  D  V  S  H  G  E  G  L  I  G  G  A  T  I  L  L  F  N  N  K  K  125 
caactcaaaactgggaagcaaaaacttaggctttggacaggaaaagaggcagatggaacatatcctactagtaca 450 
 Q  L  K  T  G  K  Q  K  L  R  L  W  T  G  K   E  A  D  G  T  Y  P  T  S  T 150  
cctggaaaggttcccaggcacgaacgtggggagttggagcgtttggaaaagcttgtgaacaagtatgaacgaggt 525 
 P  G  K  V  P  R  H  E  R  G   E  L  E  R  L  E  K  L  V  N  K  Y  E  R  G 175 
caaattcagcgagtagactggttggaccgcctcacatttagaactatggagagaatcaaggaacgtgaaagcttg 600 
 Q  I  Q  R  V  D  W  L  D  R  L  T  F  R  T  M  E  R  I  K  E  R  E  S  L  200  
aaaaatgaaagttctcattacctggttgtagacttctgtagttttgagcatcgagttgtttttcaggaatcaggt 675 
 K  N  E  S  S  H  Y  L  V  V  D  F  C  S  F  E  H  R  V  V  F  Q  E  S  G  225 
gctaattttttgttgccatctcctatagcttcaaccaatgatattgttattgtctgggatccagaagtgggaaag 750 
 A  N  F  L  L  P  S  P  I  A  S  T  N  D  I  V  I  V  W  D  P  E  V  G  K  250 
ataaatccctctgagcacaaacagttaaagctggctaggagtttgactcgtggtgtcatagacagggatctgaag 825 
 I  N  P  S  E  H  K  Q  L  K  L  A  R  S  L  T  R  G  V  I  D  R  D  L  K  275  
ccaagctcaaatgagaggaagtcaattcagagaatactaaaatatccaccaacaaggactttgagtggtgatgag 900 
 P  S  S  N  E  R  K  S  I  Q  R  I  L  K  Y  P  P  T  R  T  L  S  G  D  E  300 
aggcagctcttgtggaaattccgcttctctttgatgtctgaaaagagggctcttacaaagttccttcgttgtgtt 975 
 R  Q  L  L  W  K  F  R  F  S  L  M  S  E  K  R  A  L  T  K  F  L  R  C  V  325 
gaatggagtgatgttcaggaagcaaaacaagcattagaattgatgggcaagtgggaaatgattgatgtttctgat 1050 
 E  W  S  D  V  Q  E  A  K  Q  A  L  E  L  M  G  K  W  E  M  I  D  V  S  D  350 
gcactggaacttttgtctcctgtttttgaaagtgaagaggtccgtgcttatgcagttagtgttcttgaaagagct 1125 
 A  L  E  L  L  S  P  V  F  E  S  E  E  V  R  A  Y  A  V  S  V  L  E  R  A  375 
gatgatgaagagcttcagtgctacttgcttcaattggttcaggctcttcggtttgagcgttctgacaaatctcgt 1200 
 D  D  E  E  L  Q  C  Y  L  L  Q  L  V  Q  A  L  R  F  E  R  S  D  K  S  R  40 
ctttcacacttccttgtccaacgtgcattatgcaatattgaattggcaagctttcttcgctggtatgtggctgtt 1275 
 L  S  H  F  L  V  Q  R  A  L  C  N  I  E  L  A  S  F  L  R  W  Y  V  A  V  425 
gaactttatgatcctgcatatgccaaacgattttactgcacttatgagattctggaggagaatatgatgaagatg 1350 
 E  L  Y  D  P  A  Y  A  K  R  F  Y  C  T  Y  E  I  L  E  E  N  M  M  K  M  450  
gcagctggtgtgaatggagaggaagatgggtttaaacagtggcagagtttggtacgccagactgaattgacagct 1425 
 A  A  G  V  N  G  E  E  D  G  F  K  Q  W  Q  S  L  V  R  Q  T  E  L  T  A  475 
cagttgtgttcgatcactagagatgtaaggaatgttcgtggtaatacacagaagaagattgaaaaacttagacaa 1500 
 Q  L  C  S  I  T  R  D  V  R  N  V  R  G  N  T  Q  K  K  I  E  K  L  R  Q  500 
ctactttctggtcttctcagtgaacttacctattttgacgagccaatacgatcacctttggcacctggtgtcctc 1575 
 L  L  S  G  L  L  S  E  L  T  Y  F  D  E  P  I  R  S  P  L  A  P  G  V  L  525 
attagtggtattgtaccttcagagtcatcaatatttaagagtgcactgcatcctctgcgccttacttttagaaca 1650 
 I  S  G  I  V  P  S  E  S  S  I  F  K  S  A  L  H  P  L  R  L  T  F  R  T  550 
acaaatggtggaactagtaaaattatatttaaaaagggagatgatattcggcaggaccagttggttgttcaaatg 1725 
 T  N  G  G  T  S  K  I  I  F  K  K  G  D  D  I  R  Q  D  Q  L  V  V  Q  M  575 
gtatccctaatggaccgattacttaagctggaaaatcttgatttgcacctcacaccatacaaggtgctagcaact 1800 
 V  S  L  M  D  R  L  L  K  L  E  N  L  D  L  H  L  T  P  Y  K  V  L  A  T  600 
ggacaagatgaaggcatgttggaatttattccatctcgttcattggcccagattttatcagagcatcgtagcatc 1875 
 G  Q  D  E  G  M  L  E  F  I  P  S  R  S  L  A  Q  I  L  S  E  H  R  S  I  625 
ataagctatttgcagaaatatcatcctgatgaccatgggccttttggaatcacagccacctgcctggaaactttt 1950 
 I  S  Y  L  Q  K  Y  H  P  D  D  H  G  P  F  G  I  T  A  T  C  L  E  T  F  650 
ataaaaagctgtgctggctactctgttatcacatatatacttggtatcggagccaggcatttggacaatctcctc 2025 
 I  K  S  C  A  G  Y  S  V  I  T  Y  I  L  G  I  G  A  R  H  L  D  N  L  L  675 
cttagaaatgatggaggtcttttccatgtcgattttggttttattcttgggcgagatcctaagccatttccacct 2100 
 L  R  N  D  G  G  L  F  H  V  D  F  G  F  I  L  G  R  D  P  K  P  F  P  P  700 
ccaatgaagctttgcaaggaaatggttgaggcaatgggtggagctgaaagccaatattatacaaggttcaagtcc 2175 
 P  M  K  L  C  K  E  M  V  E  A  M  G  G  A  E  S  Q  Y  Y  T  R  F  K  S  725 
tattgttgtgaagcatacaacattcttcgcaaatccagtaacctaattttaaatctattttacttaatggcgggt 2250 
 Y  C  C  E  A  Y  N  I  L  R  K  S  S  N  L  I  L  N  L  F  Y  L  M  A  G  750 
tccaatattcctgacatagtttctgatcctgaaaaggggattcttaagcttcaggagaagtttcggttggacttg 2325 
 S  N  I  P  D  I  V  S  D  P  E  K  G  I  L  K  L  Q  E  K  F  R  L  D  L  775 
gacgatgaagctagtatacatttcttccaggatctgattaatgagagtgtgagtgcattattccctcagatggtt 2400 
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 D  D  E  A  S  I  H  F  F  Q  D  L  I  N  E  S  V  S  A  L  F  P  Q  M  V  800 
gagactatccatcgttgggctcaatattggcggtaa                                        2436                                                              
 E  T  I  H  R  W  A  Q  Y  W  R  .                                         811  
 
Figura 15. Secuencia de nucleótidos del clon de cDNA de PI3K de P. vulgaris y la secuencia de 
aminoácidos deducida. El clon comprende 2.436 nt de la región codificante, en el dominio C2 se 
señala el codón de inicio atg y un probable sitio PEST (140-150 aa) de procesamiento proteico 
(color azul y subrayado); el dominio helicoidal (color verde); y dominio catalítico con los motivos 
característicos de cinasa GDDD(I/L)RQD y LGVGDRH (subrayados en color café). Las flechas indican 
los sitios de los oligonucleótidos para la sonda (1.117-1.958 nt), qPCR (1.350-1.431 nt) y para el 
RNAi (1.860-2.397 nt). 
 
III.4  El gen de PI3K de clase III de P. vulgaris codifica una cinasa conservada 
La secuencia del gen completo de la PI3K se analizó con BLAST en la base de datos de 
Phytozome v11 (http://www.phytozome.net). Se encontró un solo gen localizado en el 
cromosoma 2, muy similar en la estructura (17 exones y 16 intrones) a la AtVps34 de 
Arabidopsis (Figura 16 A). En el análisis comparativo del gen PI3K de poroto con 17 genes 
PI3K de plantas (Tabla 7), se encontró que esta organización genómica está conservada, 
excepto en Chlorophytas, como las Micromonas sp, en las que PI3K tiene solamente un 
exón y carece de intrones, y en Chamydomonas reinhardtii, donde PI3K contiene 18 
exones y 17 intrones. Estos resultados mostraron una estructura genómica muy 
conservada, por lo que se decidió hacer una árbol filogenético de PI3Ks clase III de 
diferentes especies.   
 
III.4.1. Estudios Bioinformáticos  
Para construir el árbol filogenético se utilizaron treinta secuencias de aminoácidos PI3K 
clase III reportadas en otros eucariotas (Tabla 7). El alineamiento múltiple de secuencias 
se realizó usando el algoritmo ClustalW y el árbol filogenético fue generado usando el 
método “neighbor-joining“ con 1000 ensayos de rutina (bootstrap trials) para soporte 
estadístico de los clados resultantes. El árbol filogenético fue generado usando el 
programa MEGA5 (http://www.megasoftware.net/; Tamura et al., 2011) (Figura 16 B). 
 
Con el alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de enzimas PI3Ks clase III 
se encontró un alto nivel de identidad de la PvPI3K con las isoformas de soja, en particular 
un 94,7% con la isoforma de nódulo (GmPI3K1) y 95,1% con la isoforma de raíz (GmPI3K5; 
Hong y Verma, 1994). Además se encontró una identidad de 93,5% con M. truncatula 
(MtPI3K) y 83,4% con la AtVPS34 de A. thaliana (Hernández et al., 2004; Welter et al., 
1994; (Anexo 1). 
 
 Capítulo III. Caracterización bioinformática 
 87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Organización del gen, la proteína y el análisis filogenético de PI3Ks clase III.  
(A) Estructura del gen codificante para PvPI3K. Se muestran los exones (en cajas) e intrones (en 
líneas), las flechas punteadas señalan la proteína con los tres dominios característicos (C2, 
accesorio y cinasa). (B) Árbol filogenético de la secuencias de aminoácidos representativas de PI3K 
clase III. P. vulgaris se muestra en letra resaltada y los reinos a la derecha. La escala en el eje x 
representa las longitudes estimadas de la rama y los números indican los valores de arranque. El 
alineamiento completo puede verse en la Figura Anexo 1 del apéndice. 
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El árbol filogenético construido muestra el grupo de plantas con PvPI3K en el clado de la 
familia Fabaceae, un subgrupo de microalgas, Dictyostelium y el grupo de los hongos 
(Figura 16 B). El árbol es congruente con el nivel taxonómico de los organismos incluidos 
ya que PvPI3K se agrupó con plantas dicotiledóneas por separado de las 
monocotiledóneas (Zea mays, Hordeum vulgare, Triricum urartu, y Oryza sativa). La 
estructura de genes y el análisis filogenético revelan un alto grado de conservación de la 
secuencia, lo que sugiere la conservación de la función entre las PI3Ks de plantas. 
 
III.5 Construcción de RNAi para el mensajero de PvPI3K 
Con el propósito de reducir los niveles de transcrito de PI3K de poroto, se utilizó un RNA 
de interferencia (RNAi) diseñado para formar estructuras tallo-asa que se expresan en un 
plásmido de silenciamiento de genes para plantas. Para obtener esta construcción se usó 
la tecnología Gateway® de Invitrogen™ que facilita la clonación de secuencias 
nucleotídicas de interés en vectores  binarios como el plásmido de silenciamiento, usando 
las propiedades de recombinación sitio-específica del bacteriófago lambda (Landy, 1989).  
 
Los vectores binarios tienen sitios para permitir su replicación en E. coli y  Agrobacterium, 
este último permite la transformación en plantas por medio de la transferencia del DNA 
recombinante (llamado T-DNA) a las células vegetales. El procedimiento Gateway se basa 
en reacciones de recombinación sitio-específicas utilizando componentes lambda 
modificados. El método consiste en seleccionar la secuencia blanco para que funcione de 
forma específica (en este caso el RNAi), la cual se clona en un plásmido de entrada y 
después el fragmento de DNA se puede mover a un vector de destino.  
 
Los componentes claves de la recombinación involucran las secuencias de recombinación 
de DNA de los sitios att, (de attachment) y una mezcla proteínas recombinantes con 
Clonasa™ para llevar a cabo la reacción de recombinación. La reacción LR Clonasa es la 
que facilita la recombinación que ocurre entre sitios attL1 y sitios attR que sirven como 
sitios de unión para las proteínas recombinantes. El siguiente diagrama muestra la 
reacción de recombinación LR que se llevó a cabo entre el vector de entrada pENTR-
PvPI3K y el vector de destino pTDT-DC-RNAi para crear el plásmido pTDT-PvPI3K-RNAi 
(Figura 17).  
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Figura 17. Diagrama de obtención del clon pTDT-PvPI3K-RNAi.  
Reacción de recombinación con LR Clonasa entre el plásmido de entrada pENTR-PvPI3K (sitios 
attL) y el destino pTDT-DC-RNAi (sitios attR) para crear el plásmido pTDT-PvPI3K-RNAi con los 
elementos necesarios para silenciar el transcrito de PvPI3K de P. vulgaris. El plásmido binario 
permite la expresión del RNAi bajo la regulación del promotor constitutivo CaMV 35S; expresa la 
proteína roja fluorescente tdTomato como marcador molecular de las raíces de la planta; presenta 
un intrón WRKY entre las invertidas repetidas del RNAi para la formación de una estructura tallo 
asa y contiene un gen de resistencia a espectinomicina. El cassette con el gen ccdB para selección 
negativa y el de resistencia a cloranfenicol (Cmr) son desplazados por el fragmento PvPI3K-RNAi. 
RB, borde derecho y LB, borde izquierdo. Los mapas se diseñaron con Snap Gene ViewerR 3.2.1. 
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Para obtener el PvPI3K-RNAi, se diseñaron oligonucleótidos dirigidos hacia el C terminal 
de la región codificante de PvPI3K (Figura 15), considerando que este fragmento fuera 
específico de la secuencia y no así de otros genes del genoma de P. vulgaris. Para esto se 
consultó el sitio de Phytozome vc11. Usando como molde el clon obtenido del banco de 
cDNA, se amplificó por PCR un fragmento de 537 pb con oligos específicos (Tabla 6) para 
que el producto de PCR pudiera ser clonado de forma direccional en el vector Gateway de 
entrada pENTR™/D-TOPO (Figura 18 A-B).  
Para aislar el clon con la inserción direccional en el pENTR™/D-TOPO, una alícuota de la 
reacción se transformó en células competentes E. coli TOP10 que fueron seleccionadas en 
medio LB con kanamicina y corroborado por PCR. Posteriormente se hizo la purificación 
del plásmido del clon positivo denominado pENTR-PvPI3K-RNAi para secuenciación y 
posterior recombinación. El inserto del clon obtenido quedó flanqueado por sitios attL1 y 
attL2  del vector que le permiten recombinarse con los sitios compatibles attR1 y attR2 del 
vector destino.     
 
El plásmido de entrada pENTR-PvPI3K-RNAi se recombinó con el vector binario pTDT-DC-
RNAi por medio de una reacción con la LR clonasa II (Figura 18) que permitió la inserción 
doble de los fragmentos PvPI3K-RNAi en forma invertida repetida para formar la 
estructura tallo asa de silenciamiento del transcrito de PvPI3K. En la célula esta estructura 
formada por el RNA doble cadena es procesada por un complejo enzimático en 
fragmentos de RNAs pequeños (de longitud uniforme alrededor de 25 nt), los cuáles 
posteriormente son reconocidos por otro complejo enzimático. El siguiente complejo se 
encarga de separar la doble cadena de los RNAs pequeños y una de ellas reconoce su 
cadena complementaria como secuencia blanco en el mRNA. De ésta forma se inhibe de 
forma específica la expresión del gen correspondiente (Baulcombe, 2004).        
  
Se usó una alícuota de la reacción de recombinación LR y se transformaron células de E. 
coli DH5α para su selección. Los clones que retienen el gen ccdB (control of cell death) no 
crecen ya que interfieren con una DNA girasa de E. coli (DH5 y TOP10) inhibiendo su 
crecimiento (Bernard y Couturier, 1992; Bernard et al., 1993; Miki et al., 1992). La doble 
recombinación se comprobó en tres clones mediante ensayos de PCR utilizando los 
oligonucleótidos internos del vector WRKY-5-Rv o WRKY-3-Fw con el oligo específico de la 
PI3K-RNAi (Figura 18 C). Se aisló el plásmido de uno de los clones y se comprobó la 
orientación del inserto al secuenciar con los oligonucleótidos internos (WRKY) del vector. 
Una vez que se comprobó que la construcción estaba correcta, fue introducida en 
Agrobacterium rhizógenes K599 por electroporación. La transformación fue comprobada 
por ensayos de PCR y las colonias positivas fueron seleccionadas para su posterior uso en 
la transformación de plantas de poroto. 
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III.6 La pérdida de la función de PvPI3K disminuye la autofagia 
El plásmido pTDT-PvPI3K-RNAi que contiene el PvPI3K-RNAi se transformó en 
Agrobacterium rhizogenes K599 para generar raíces pilosas (Estrada-Navarrete et al., 
2007). Se utilizó como control la construcción denominada en este trabajo pTdT-Sac-RNAi, 
la cual contiene una secuencia irrelevante obtenida por Montiel et al. (2012). Las raíces 
transgénicas fueron seleccionadas con base a la expresión del gen tdTomato (dímero en 
tándem de tomate) que codifica para la proteína roja fluorescente (Shaner et al., 2004). 
Este marcador permitió monitorear y seleccionar las raíces transgénicas y descartar las 
raíces no fluorescentes desde el inicio de la emergencia de las raíces del callo.  
 
 
Figura 18. Construcción del RNA de interferencia para el mensajero de PvPI3K.  
(A) Mapa del DNA móvil del vector binario que indica los sitios donde se localiza el gen reportero 
tdTomato bajo el promotor NOS, seguido por el RNAi que consta de un intrón WRKY flanqueado 
en  los extremos con las dos secuencias de PI3K invertidas bajo el                                                    
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Figura 18. Continuación. promotor CaMV 35S. También se señala el borde izquierdo (LB) y 
derecho (RB) del DNA móvil. (B) Resultado del PCR específico en gel de agarosa al  1%. Carril 1, el 
producto de PCR de 537 pb obtenido a partir de cDNA de nódulo con los oligos PI3K_F y PI3K_R y 
clonado en el pENTR-TOPO/TA. (C) Productos de PCR resultado de la recombinación de pENTR-
PvPI3K con el vector pTDT-DC-RNAi en gel de agarosa al 1%, carriles 1-3, el PCR se realizó usando 
los oligos específicos del inserto PvPI3K-RNAi_F y PvPI3K-RNAi_R. Carriles 4-6, PCR con los oligos 
del vector WRKY_F o carriles 7-9, WRKY_R y el oligo específico de PI3K. Para cada juego de oligos, 
se muestra el resultado para tres colonias de E. coli DH5α que crecieron en espectinomicina de un 
tamizado de 10 colonias. Las flechas indican el tamaño de los productos de PCR obtenidos y los 
números a la derecha del gel indican el tamaño esperado de los fragmentos amplificados de 
acuerdo al mapa de arriba (A). Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio; (-), control 
negativo; PM, marcador de peso molecular 1 kb plus.   
 
 
En las raíces transgénicas que expresan el PvPI3K-RNAi específico, se evaluó la 
acumulación de transcritos por medio de RT-qPCR y se encontró una disminución de 
PvPI3K de aproximadamente 66,3% ± 2,3. Para saber si los miembros asociados al centro 
del complejo PI3K/VPS34 que se conocen en levadura estaban afectados por esta 
disminución, se buscaron los genes ortólogos correspondientes en Phytozome 
(www.phytozome.jgi.doe.gov). Se encontró el gen para la proteína VPS15 que es la 
subunidad regulatoria de la actividad de PI3K/VPS34, así como el de la proteína accesoria 
VPS30/BECLINA1 que se sabe forman parte del multicomplejo proteico requerido para 
autofagia en levadura (Stack et al., 1993; Stack et al., 1995; Kametaka et al., 1998; Kihara 
 et al., 2000a). Se encontraron los tres componentes del núcleo (core, PvPI3K/Vps34, 
PvVps15, y PvBeclina1) del complejo en P. vulgaris, excepto el adicional Atg14, gen que 
tampoco se ha reportado en plantas (Levine y Klionsky, 2004). 
 
En las raíces transgénicas que expresan el PvPI3K-RNAi específico, se evaluó la 
acumulación de transcripción de genes que codifican para proteínas asociadas al núcleo 
de autofagia (PvPI3K, PvVps15, y PvBeclina1), así como del gen marcador universal de 
autofagia PvAtg8. La evaluación se hizo por RT-qPCR en raíces de P. vulgaris con pérdida 
de función de PvPI3K con una disminución de expresión de 66,3% ± 2,3 de PvPI3K, 
también se observó disminución en la expresión de los genes PvVps15 (79,4% ± 2,28) y 
PvBeclina1 (59% ± 3,4) en comparación con las raíces del control con pTDT-Sac-RNAi 
(Figura 19). 
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Figura 19. La pérdida de la función de PvPI3K disminuye los niveles de transcrito de genes de 
autofagia.  
Las raíces transgénicas de P. vulgaris con el PvPI3K-RNAi con una reducción en los niveles de 
transcrito de PvPI3K de aproximadamente el 66%, fueron evaluadas por análisis de RT-qPCR para 
cuantificar PvBeclina1, PvVps15 y PvAtg8. Los cálculos de los niveles de transcrito normalizados se 
hicieron usando como gen de referencia el EF1, como se describe en la sección  (II.6.7.2). Las 
barras indican la media  DS (desviación estándar) de dos experimentos (n = 2 a partir de un 
conjunto de 8 raíces transgénicas). Las diferencias significativas se determinaron estadísticamente 
mediante la prueba de t-Student (* P <0,05 y *** P <0,001). 
 
Además se encontró que el nivel de transcrito de PvAtg8, que desempeña un papel crucial 
en el crecimiento y la maduración del autofagosoma, también se redujo en un 32,1 ± 9,2% 
en las plantas con pérdida de función PvPI3K en comparación con las raíces control 
transformadas con pTDT-Sac-RNAi como puede observarse en la Figura 19. 
Entre los genes con nivel de transcripción reducido se encontró a PvBeclina1, el cual 
codifica para una proteína de andamio necesaria para la función del complejo VPS34 que 
participa en la autofagia. En A. thaliana, mutantes deficientes en Beclina1 (bcl1) tienen 
defectos de germinación de polen, enanismo y senescencia temprana. Los genes 
implicados en el metabolismo de PI y la señalización y el sistema de anclaje GPI (glicosil-PI) 
también se alteran significativamente en las plantas mutantes (Qin et al., 2007). Además 
en Nicotiana benthamiana PI3K/Vps34, Beclina1 y otros genes de autofagia (Atgs) se 
requieren para la restricción de la respuesta hipersensible (HR) en la muerte celular 
programada (Liu et al., 2005). Estos últimos hallazgos sugieren una conexión entre los 
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A                                                 B 
componentes de autofagia (PI3K/Vps34-Beclina1-Atgs) en la relación planta-
microorganismo. 
Para saber si PvBeclina1, el potencial ligando de PvPI3K, tiene relación con la simbiosis 
nodular, se usó una construcción con un RNAi interferente para analizar los efectos de la 
pérdida de la función de PvBeclina1 en raíces transgénicas de frijol inoculadas con 
Rhizobium tropici. Se utilizó el plásmido pTDT-Beclina1-RNAi obtenido con el 
procedimiento Gateway en el trabajo de Tesis de Maestría de Neftaly Cruz (2014) en las 
raíces transgénicas generadas con el mismo procedimiento descrito para PvPI3K (ver 
sección II.8.4). Como se muestra en la Figura 20 A, el nivel de transcrito de PvBeclina1 se 
redujo en un 78,68 ± 2,74% en raíces PvBeclina1-RNAi en comparación con las raíces 
control con el vector control TdT-Sac-RNAi. Adicionalmente se observó a los 21 dpi, la 
disminución del número de nódulos de la raíz, la cual fue drástica (aproximadamente 40 
veces) con la pérdida de la función de PvBeclina1 (Figura 20 B). Estos resultados del 
fenotipo deteriorado en simbiosis durante la pérdida de función de PvBeclina1 
demuestran una conexión de autofagia con la función simbiótica en las raíces de poroto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. La pérdida de la función de Beclina1 disminuye la nodulación.  
(A) Los niveles de transcrito de PvBeclina1 se cuantificaron por RT-qPCR en las raíces transgénicas 
que expresan PvBeclina1-RNAi y en las raíces con el control (TdT-Sac-RNAi) a 14 días post infección 
con Agrobacterium. Los niveles de transcrito se normalizaron utilizando el gen de referencia EF1a 
como se describe en la sección II.6.7.2. Las barras hacen referencia a la media  DS de cuatro 
experimentos (n = 4 de un conjunto de 10 raíces). Las diferencias estadísticamente significativas se 
indican con asteriscos (prueba t-Student; *** P <0,001). (B) El número de nódulos de raíces 
control y en raíces PvBeclina1-RNAi a los 21 dpi con R. tropici CIAT899. Las barras representan la 
media  DS (n= 12 plantas compuestas). Las diferencias estadísticamente significativas fueron 
confirmados por la prueba de t-Student (*** P <0,001). 
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IV.1  Niveles de transcrito de PI3K en las raíces silvestres de Phaseolus vulgaris 
Los reportes de los niveles de transcrito de PI3K varían entre las diferentes partes de las 
plantas leguminosas. En el análisis de la expresión de PI3K en soja se observó que la 
isoforma de raíz (SPI3K-5) que se expresa en raíces no inoculadas, se induce en nódulos 
maduros de 35 días post inoculación (dpi) con Bradyrhizobium japonicum, mientras que la 
isoforma de nódulo (SPI3K-1) se induce durante la organogénesis del nódulo entre los 12 a 
21 dpi (Hong y Verma, 1994). En Medicago truncatula y M. sativa se observaron los 
niveles más altos en tallos jóvenes y en nódulos comparados con meristemas, hojas y 
raíces no infectadas (Hernández et al., 2004). De acuerdo a estos resultados, la 
acumulación de transcritos PI3K se asoció con la división celular en tallos en elongación y 
con la proliferación de membrana en los nódulos, sugiriendo el modo de acción de esta 
proteína. Para conocer los niveles de expresión de PI3K en P. vulgaris, se analizaron 
nódulos, hojas, raíces, flores y tallos de plantas inoculadas con R. tropici y se encontraron 
los niveles más altos en las raíces inoculadas (Figura 21 A). Sin embargo cuando se analizó 
la organogénesis del nódulo, se encontró una curva de expresión con los niveles más altos 
en nódulos maduros alrededor de los 18 a 20 dpi con R. tropici (Figura 21 B), señalando su 
importancia durante la simbiosis efectiva.  
Utilizando el Atlas de expresión génica de Phaseolus vulgaris, (PvGEA; 
http://plantgrn.noble.org/PvGEA/; O’Rourke, et al, 2014) basado en datos de secuenciación 
de RNA (RNA seq), se graficó el perfil de expresión génica de PvPI3K (GeneID: 
Phvul.002G070100.1) en las diferentes partes de la planta y los niveles tres veces más 
altos se encontraron en brotes, incluyendo el meristema apical colectado en la etapa del 
segundo trifolio, en raíces de plantas fertilizadas, en raíces desnoduladas, en hojas y en 
nódulos inefectivos de 21 dpi (Figura 22).  
 
 
  
 
Figura 21. Niveles de expresión del gen PvPI3K en Phaseolus vulgaris silvestre inoculado con R. 
tropici CIAT899.  
(A) Productos de RT-PCR de nódulos (N), hojas (H), raíces (R), flores (F) y tallos (T). (B) Nódulos de 
14 (N14), 16 (N16), 18 (N18), 20 (N20) y 25 (N25) dpi. Las reacciones de RT-PCR se prepararon a 
partir de RNA de diversas partes de la planta para sintetizar el cDNA y la PCR se llevó a cabo con 
oligos para los genes de PvPI3K y de Acuaporina (PvAQ) como gen de referencia. Electroforesis en 
gel de agarosa al 1% en TBE1X, teñido con bromuro de etidio. Los números con flechas indican el 
tamaño de los fragmentos de DNA en kb.   
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Figura 22. Perfil de expresión de PvPI3K de acuerdo al Atlas de Expresión Génica de Phaseolus 
vulgaris; PvGEA (cv. Negro Jamapa). 
 Perfiles de expresión génica en: hojas, tallos, flores, vainas, semillas, raíces y nódulos en 
diferentes etapas de desarrollo en condiciones ideales de crecimiento de 24 muestras únicas. La 
gráfica para el gen PvPI3K (ID: Phvul.002G070100.1) se hizo de acuerdo a la base de datos 
disponible en http://plantgrn.noble.org/PvGEA/. Los valores normalizados se asignan como RPKM 
(del inglés, Reads per Kilobase of sequence per Millon Mapped Reads) son la medida de 
abundancia del mRNA (O’Rourke et al., 2014).  
-R5-Raíces enteras separadas de pre-nódulos fijadores de 5 días de edad. -RF-Raíces enteras de plantas fertilizadas 
colectados, al mismo tiempo que RE y RI. -RE-Raíces enteras separadas de nódulos fix+ colectados 21 días después de la 
inoculación. -RI-Raíces enteras separadas de nódulos fix- colectados 21 días después de la inoculación. -N5-Nódulos pre-
fijación (efectivos) colectados 5 días después de la inoculación. -NE-Nódulos que fijan colectados 21 días después de la 
inoculación. -NI-Nódulos fijadores ineficaces colectados 21 días después de la inoculación. -YL-Hojas de segundo trifolio 
totalmente expandido de plantas dotadas de fertilizante. -L5-Hojas colectadas 5 días después las plantas se inocularon 
con Rhizobium efectivo. -LF-Hojas de las plantas fertilizadas recogidas en el mismo momento de LE y LI. -LE-Hojas 
colectadas 21 días después que las plantas se inocularon con Rhizobium efectivo. -LI-Hojas colectadas 21 días después 
que las plantas se inocularon con Rhizobium ineficaz. -YS-Todos los entrenudos del tallo por encima de los cotiledones 
colectados en la etapa del segundo trifolio. -ST-Brotes de punta, incluyendo el meristema apical, colectados en la etapa 
del segundo trifolio. -FY-Flores jóvenes, colectadas antes de la emergencia floral. -PY-Vainas jóvenes, colectadas 1 a 4 
días después de la senescencia floral. Muestras que contienen el desarrollo de embriones en etapa globular. -PH-Vainas 
de aproximadamente 9 cm de largo, asociado con las semillas en la etapa del corazón (solo vaina). -P1-Vainas de entre 
10 y 11 cm de largo, asociadas con las semillas etapa 1 (sólo vaina). -P2-Vainas de entre 12 y 13 cm de largo asociados 
con las semillas etapa 2 (sólo vaina). -SH-Semillas de la etapa del corazón, entre 3 y 4 mm de diámetro y 
aproximadamente 7 mg. -S1-Semillas, etapa 1, entre 6 y 7 mm de diámetro y aproximadamente 50 mg. -S2-Semillas, 
etapa 2, entre 8 y 10 mm de ancho y entre 140 y 150 mg. -RT-puntas de raíz, de 0,5 cm de tejido, recogidas de las 
plantas fertilizadas en la 2da etapa trifoliada de desarrollo. -YR-Raíces enteras, incluyendo puntas de las raíces, 
recogidas en la segunda etapa del desarrollo trifoliado. -NI-Nódulos fijadores ineficaces colectados 21 días después de la 
inoculación.  
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Debido que las raíces inoculadas y los nódulos mostraron un incremento de la expresión 
de PI3K en P. vulgaris, se cuantificaron los niveles de transcrito de los pelos radicales que 
son vía de entrada de los rizobios a la raíz. Se encontró por RT-qPCR que los niveles del 
transcrito de PvPI3K son más altos en los pelos radicales que en raíces rasuradas de pelos 
radicales y que en el ápice de la raíz. Esto demuestra que su expresión es específica del 
tejido (Figura 23 A).  
 
IV.2 Niveles de transcrito y su localización durante la simbiosis entre P. vulgaris y R. 
tropici 
Para evaluar los niveles de transcrito de PI3K en las raíces de P. vulgaris en presencia de R.   
tropici, se llevó a cabo una cinética de raíces inoculadas versus no inoculadas en etapas 
tempranas (0-144 horas) y en etapas tardías (10-30 días). Se colectaron raíces de las 
plántulas silvestres a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 144 horas post inoculación (hpi) con R. 
tropici simultáneamente con las raíces no-inoculadas. Las muestras colectadas en cada 
tiempo se evaluaron mediante RT-qPCR utilizando oligos específicos para PvPI3K (Tabla 6). 
Los niveles de transcripción de PvPI3K de las raíces después de la inoculación con R. tropici 
no cambiaron hasta las 72 hpi comparadas con la no inoculadas (Figura 23 B). Sin 
embargo, a las 96 hpi, el nivel de transcripción de PvPI3K en las raíces inoculadas (1,41 ± 
0,24) fue tres veces más alto que en las raíces no inoculadas (0,49 ± 0,073). El nivel de 
expresión más alto se observó a las 144 hpi (3,99 ± 0,56) con un valor de 2,5 veces más 
alto en comparación con las raíces no inoculadas (1,57 ± 0,23). El mismo resultado fue 
reportado con la expresión de PI3K en raíces de M. truncatula inoculadas con S. meliloti 
que se incrementó significativamente a partir de las 72 hpi (Peleg-Grossman et al., 2007). 
Para corroborar que la inoculación de las raíces fue efectiva, se monitoreó el gen de la 
nodulina temprana ENOD40 el cual se induce por Rhizobium para iniciación del primordio 
de nódulo durante su desarrollo, en el periciclo de la raíz y en la división de las células 
corticales (Compaan et al., 2001; Crespi et al., 1999). Se midieron los niveles de transcrito 
de ENOD40 como un marcador de la nodulación a las 72 hpi y se encontró que en las 
raíces inoculadas fueron significativamente más altos (10,4 veces) que en las raíces no-
inoculadas (Figura 23 C). Los niveles de transcritos de PvPI3K también fueron evaluados.  
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Figura 23. Niveles de transcrito de PvPI3K en las raíces de Phaseolus vulgaris tipo salvaje.  
(A) Los niveles del transcrito de PI3K fueron cuantificados en raíces mediante análisis de RT-qPCR. 
En los pelos radicales, en el ápice de la raíz y en las raíces rasuradas de P. vulgaris de dos días de 
edad. Las barras representan la media y la desviación estándar (±DS) de dos experimentos (n = 2 
de un conjunto de 150 raíces de plántulas tratadas por separado del ápice y las raíces rasuradas).  
(B) Niveles de transcrito de PvPI3K en tiempos tempranos de la nodulación. Las raíces fueron 
inoculadas (línea negra) con R. tropici CIAT899 o no-inoculados (línea de puntos) y la expresión de 
PvPI3K  se determinó a las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 144 hpi. Las barras representan la media ± 
desviación estándar de tres experimentos (n = 3 de un conjunto de 10 raíces). Para (A) y (B) el 
análisis estadístico se realizó con la prueba ANOVA de una vía seguida por la prueba de Tukey 
(***P <0,0001). (C) Niveles de transcrito del marcador de nodulación PvENOD40 y de PvPI3K en las 
raíces no inoculadas e inoculadas a 72 hpi con R. tropici CIAT899 (Rt-inoculadas). Las barras 
representan la media (± DS) de tres experimentos (n= 3 de un conjunto de 10 raíces). No se 
encontró diferencia significativa para los niveles de transcrito de PvPI3K después de la inoculación. 
Las diferencias estadísticamente significativas para ENOD40 fueron confirmadas por la prueba t-
Student (***P <0,001).  
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Figura 23. Continuación.  (D) Niveles de transcrito de PvPI3K en tiempos tardíos de la nodulación. 
El RNA fue extraído de los nódulos cosechados de las raíces de P. vulgaris inoculadas con R. tropici 
CIAT899 a los 10, 16, 22, 26 y 30 dpi. Las barras representan la media ± desviación estándar de dos 
experimentos (n = 2 de un conjunto de 10 raíces). Para (C) y (D) las diferencias estadísticamente 
significativas fueron confirmadas por la prueba t-Student.  Para (A) a (D) los niveles de transcrito 
fueron cuantificados por RT-qPCR y calculados como se describe en II.6.7.2. La normalización se 
hizo utilizando los niveles del EF1α como gen de referencia.  
 
por RT-qPCR durante las etapas de la organogénesis del nódulo a 10, 16, 22, 26 y 30 días 
post inoculación. Se observó un pico de niveles más altos en los nódulos maduros 
alrededor de los 20 dpi en comparación con los primordios de nódulo (10 dpi) y los 
nódulos senescentes (30 dpi) (Figura 22 D). Estos resultados coinciden con los reportados 
en las leguminosas Glycine max y M. truncatula, donde los niveles de transcripción de PI3K 
aumentan durante la interacción simbiótica. (Hong y Verma, 1994; Hernandez et al., 2004; 
Roux et al., 2014). 
 
 
IV.3 Localización de transcritos de PvPI3K in situ en nódulos de P. vulgaris 
Con el propósito de obtener un anticuerpo anti-PI3K para estudiar y localizar la proteína 
en los nódulos de poroto, se hizo un anticuerpo dirigido hacia un fragmento de la proteína 
recombinante GST-PI3K (GST, glutatión s-transferasa). Cuando se probaron extractos 
proteicos de nódulos en ensayos de tipo western-blot, se detectaron dos bandas (de 
aproximadamente 60 y 30 kD) en lugar de una sola banda del tamaño esperado para una 
proteína de 97 kD (datos no mostrados). Probablemente no se detectó porque la vida 
media de PI3K es corta o porque tiene un sitio de procesamiento (PEST) que puede dar los 
fragmentos observados (Figura 15). En lugar de detectar la proteína, se decidió detectar el 
transcrito en nódulos de poroto por medio de RT-PCR in situ. Para obtener los cortes de 
tejido apropiados para el ensayo, se colectaron nódulos silvestres de poroto de 20 dpi que 
se procesaron para el análisis microscópico. Se fijaron y se deshidrataron para embeberlos 
en parafina. Después se hicieron cortes transversales finos de los nódulos y se colocaron 
en portaobjetos como se describe en II.6.5. Los nódulos se rehidrataron para llevar a cabo 
la reacción con un aditamento especial directamente en los tejidos de acuerdo al 
protocolo de Ruíz Medrano et al., 1999. La reacción de RT-PCR in situ se hizo en dos 
etapas con oligos específicos para amplificar 0,86 kb de PI3K (Tabla 6) incorporando un 
nucleótido fluorescente en un termociclador para reacciones in situ. Al final de la reacción, 
se añadió etanol, se lavaron los tejidos y se montaron para su análisis en el microscopio 
confocal. Como se puede apreciar en la Figura 24, en los nódulos control (Figura 24 A1-
A3) sin polimerasa rTth, no se detectó señal fluorescente específica. En nódulos con 
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polimerasa se encontró señal fluorescente (en rojo) en las células infectadas, en el tejido 
vascular, en las células del córtex, rodeando a los amiloplastos y en el núcleo (Figura 24 
B1-B3 y C1-C3).  
 
Figura 24. Localización de transcritos PvPI3K en nódulos de Phaseolus vulgaris.  
Micrografías de secciones transversales de nódulos silvestres de P. vulgaris procesados por RT-PCR 
in situ para amplificar transcritos de PI3K con polimerasa rTth y fluorolink Cy5-dUTP (en rojo). Serie 
(A1-A3) muestras de tejido control (sin rTth) y series (B1-B3) y (C1-C3) experimentales (con 
polimerasa rTth). 
(A1) (B1) y (C1) Imágenes de contraste de fase de los nódulos silvestres de 20 dpi.  
(A2) (B2) y (C2) Se puede observar una señal fluorescente específica de la amplificación en rojo.  
(A3) (B3) y (C3) Muestran la fusión de imágenes en color verde artificial. Se puede observar la 
señal específica rojo fluorescente de DNA de PI3K sintetizado en: cc, células del cortex; ic, células 
infectadas; uc, células no infectadas; am, amiloplastos; vb, haz vacular; y n, núcleo. Barra= 100 μm 
en series (A1-A3) y (B1-B3). Barra= 50 μm en serie (C1-C3).  
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Figura 24 
IV. 4 PvPI3K se expresa en pelos radicales de P. vulgaris 
Para determinar la expresión diferencial de PvPI3K en las raíces de poroto se utilizó una 
construcción con la secuencia del promotor de PvPI3K (proPvPI3K, de aproximadamente 
1.070 pb corriente arriba (en relación al ATG) fusionada con el gen reportero de la 
proteína verde fluorescente (GFP) seguido de la -glucuronidasa (GUS) (proPvPI3K:GFP-
GUS) en el vector pBGWFS7,0. Esta construcción se obtuvo del trabajo de tesis de Cruz. 
(2014). El promotor contiene secuencias consenso características que se activan en células 
infectadas de nódulos (NODCON1 / NODCON2) y otros elementos cis-reguladores que se 
encuentran en los promotores de los genes expresados en el xilema, durante el choque de 
calor, la respuesta al estrés salino, a patógenos y en el promotor de leghemoglobina A.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS en las raíces de Phaseolus vulgaris. 
(A) a (F) La actividad de GUS (color azul) de las raíces transgénicas. (A) se detectó en la punta de la 
raíz; (B) en el tejido vascular; (C) en la base de emergencia de los primordios de raíces laterales; 
(D) en la punta y tejido vascular de raíces laterales; (E) en la punta y a lo largo de los pelos       
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Figura 25. Continuación. radicales y (F) a lo largo de los pelos radicales. Barra= 300 m en (A); 200 
m en (B) a (D) y 50 m en (E) y 5 m en (F). 
 
 
La expresión de esta construcción (proPvPI3K:GFP-GUS) se llevó a cabo a través de la 
transformación de poroto mediada por Agrobacterium rhizogenes K599 (ver sección II.9). 
De acuerdo a las condiciones y los tiempos indicados, se colectaron las raíces transgénicas 
y se hizo la histoquímica de acuerdo a Jefferson et al., (1987). Se encontró la actividad de 
GUS localizada en las zonas meristemáticas de la raíz, en la punta de la raíz (Figura 25 A); 
en el tejido vascular a lo largo del zona de elongación de la raíz (Figura 25 B); en la base de 
emergencia de las raíces laterales (Figura 25 C); en la punta y tejido vascular de raíces 
laterales (Figura 25 D) y en los pelos radicales (Figura 25 E y F), mientras que en raíces 
control con el vector vacío, no se encontró actividad de GUS (datos no mostrados). La 
actividad del promotor de PvPI3K se observó en todos los tejidos de la raíz, incluyendo las 
puntas y el citoplasma de los pelos radicales de poroto, igual que el promotor (AtVPS34) 
de Arabidopsis que se ha detectado prácticamente en toda la planta. 
 
IV.5  La actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS durante la simbiosis nodular de  
P. vulgaris 
Para analizar la expresión del promotor de PI3K durante la simbiosis nodular en poroto, se 
llevó a cabo el ensayo histoquímico de actividad de la GUS en raíces transgénicas 
inoculadas con R. tropici. Las raíces mostraron una fuerte expresión de GUS (proveniente 
de la actividad de proPvPI3K:GFP-GUS) en la punta de la raíz (Figura 26 A); en los sitios de 
formación de primordios de nódulo (Figura 26 B) donde se localizan los pelos radicales 
infectados (Figura 26 C). Una fuerte expresión de GUS se observó en la zona central de 
infección de los nódulos maduros donde se localizan las células infectadas (Figura 26 D) y 
en el tejido vascular de nódulos senescentes (datos no mostrados). Mientras que en las 
raíces inoculadas con el control (vector vacío, pBGWFS7,0) y durante la organogénesis del 
nódulo no se encontró actividad de GUS. 
La actividad del promotor de PvPI3K (proPvPI3K:GFP-GUS) se observó en tejidos similares 
tanto de raíces no inoculadas como en las inoculadas que la relacionan con emergencia de 
raíces laterales, tejido vascular, puntas de la raíz y en los pelos radicales que apuntan a la 
participación de PI3K en el crecimiento celular. Particularmente en las raíces inoculadas, la 
actividad se observó tanto en células infectadas con Rhizobium como los pelos radicales, 
las células del cortex que rodean el primordio de nódulo y las células infectadas de los 
nódulos maduros. Estos resultados coinciden con los tejidos donde se encontraron altos 
niveles de transcrito de PvPI3K, en los pelos radicales donde inicia la infección y en 
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Figura 25 
nódulos maduros (18-20 dpi). En estos nódulos maduros se registró el pico de expresión 
de PI3K más alto y también se localizaron los transcritos in situ en las células infectadas de 
nódulos efectivos en la fijación de nitrógeno. El nivel de expresión de PI3K declinó en la 
senescencia donde la actividad del proPvPI3K se observó exclusivamente en haces 
vasculares. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. La actividad del promotor proPvPI3K:GFP-GUS durante la simbiosis 
Las raíces que expresan el promotor de PvPI3K fueron inoculadas con Rhizobium tropici CIAT899. 
Se muestra la actividad de GUS determinada por histoquímica en (A) la punta de los pelos 
radicales de raíces inoculadas; (B) en el primordio de nódulo; (C) en los pelos radicales infectados 
así como en las células adyacentes al sitio de infección y en (D) la zona central de infección de 
nódulos maduros. Barras= 5 m en (A); 300 m en (B) y (D); y 50 m en (C). 
 
IV.6 La pérdida de la función de PvPI3K afecta el crecimiento de pelos radicales  
Para comprender mejor el papel de PI3K en P. vulgaris se utilizó un RNA interferente 
(RNAi) para reducir la expresión de PvPI3K en plantas compuestas de poroto. La secuencia 
blanco se clonó en el vector pTDT-DC-RNAi para producir el pTDT-PvPI3K-RNAi (o PvPI3K-
RNAi). La construcción se transformó en A. rhizogenes K599 para obtener raíces pilosas 
como se describe en II.9. Las raíces transgénicas individuales que expresan el PvPI3K-RNAi 
específico con intensa fluorescencia fueron seleccionadas para cuantificar los niveles de 
transcrito de PvPI3K (Figura 27 A y B). También se seleccionaron las raíces control 
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transformadas con pTDT-Sac-RNAi (o Sac-RNAi) que expresan un RNA irrelevante y 
también la proteína roja fluorescente (tdTomato). Las raíces no fluorescentes se 
descartaron del callo de infección. Se encontró por RT-qPCR una reducción de los niveles 
de transcrito PvPI3K de aproximadamente un 60% en raíces PvPI3K-RNAi respecto a los 
encontrados en las raíces transgénicas control (Figura 27 A). A pesar de la reducción en los 
niveles de transcrito de PvPI3K, se observó en todo el sistema de la raíz un fenotipo 
normal en cuanto a la longitud de la raíz principal y la arquitectura de la raíz. Pero cuando 
se observaron al microscopio, aparentemente tenían una menor proporción de pelos 
radicales. Esto sugería que el déficit de PI3K podría tener una relación directa sobre el 
tamaño de los pelos de la raíz. Posteriormente las raíces transgénicas de poroto fueron 
inoculadas con Rhizobium para analizar el fenotipo simbiótico de raíces control (Figura 27 
C y D) y silenciadas (Figura 27 E y F).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Niveles de transcrito de raíces silenciadas en PvPI3K 
(A) Niveles de transcrito de cuatro raíces individuales (PvPI3K-RNAi) comparadas con cuatro raíces 
control (Sac-RNAi). Los niveles de transcrito fueron cuantificados por RT-qPCR y los valores 
normalizados se calcularon con base a los niveles del gen de referencia EF1como se describe en 
II.6.7 Cada muestra se ensayó por triplicado y el promedio se graficó como un evento             
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Figura 27. Continuación. independiente. Las barras de error indican la ± DS. (B) raíces 
fluorescentes (tdTomate) a doce días post infección con A. rhizogenes K599 albergando el vector 
pTDT-PvPI3K-RNAi. (C) Raíces de 20 dpi con R. tropici CIAT899 (Sac-RNAi); (D) acercamiento de 
nódulo control; (E) raíz nodulada PvPI3K-RNAi y (F) la misma raíz en luz blanca. Fotomicrografías 
tomadas en el Microscopio de epifluorescencia Olympus MVX10.  
 
 
Para observar y analizar a detalle los pelos radicales, se seleccionaron las raíces 
transgénicas fluorescentes, se cortaron y se sometieron a un aclaramiento por un método 
basado en yoduro de sodio (NaI) que permite almacenar las muestras antes del análisis y 
reduce significativamente el trabajo de preparar los tejidos (Dubrovsky et al., 2009). Las 
raíces se montaron en solución de aclaración y se observaron al menos una hora después 
de la preparación de la muestra en un microscopio invertido con óptica Nomarski u Óptica 
de Contraste interdiferencial (DIC). Este tipo de microscopía se caracteriza porque tiene 
una buena resolución y contraste que permite obtener imágenes brillantes sin necesidad 
de tinción. Como no se conoce la longitud máxima de pelos radicales de poroto silvestre y 
los datos que encontramos reportados en la literatura son para raíces obtenidas con el 
transgene GUS-RNAi de una longitud aproximada de 250  60 m (Blanco et al., 2009). Se 
determinó la longitud más larga de los pelos radicales de las raíces transgénicas control 
(Sac-RNAi) en poroto con un valor de 402  60 m en las condiciones de crecimiento antes 
descritas. Este valor se utilizó como parámetro para las mediciones de longitud de los 
pelos radicales. Después se definieron tres fases discretas sucesivas de acuerdo al 
crecimiento de los pelos radicales en Arabidopsis descrito por Dolan et al., (1994) que son: 
la emergencia o aparición de pequeñas protuberancias, la presencia de pelos de la raíz de 
crecimiento apical lento y aquellos de crecimiento rápido. Con base a estas fases de 
crecimiento, los pelos de raíz transgénica de P. vulgaris se distribuyeron en tres grupos: 
pelos emergentes de la raíz, pelos radicales cortos de longitud menor de 130 m 
(equivalente a un tercio o menos del valor máximo estimado) y pelos radicales largos de 
longitud mayor de 130 m. Los pelos radicales cortos pueden incluir células con una fase 
de crecimiento apical lento, mientras que los pelos radicales largos están haciendo la 
transición a una tasa creciente de crecimiento apical (Figura 28 A, B, y C). Para determinar 
el efecto del silenciamiento de PvPI3K (60 %) (Figura 27 A) en los pelos radicales, se 
escogieron zonas representativas de las raíces que presentaron una densidad similar de 
pelos radicales. Se analizó la distribución de pelos radicales (por óptica Nomarski) y se 
contó el porcentaje de acuerdo a los campos visuales por milímetro a lo largo de la raíz 
pilosa. Se registraron imágenes digitales de 15-16 raíces transgénicas PvPI3K-RNAi y de 
raíces control (Sac-RNAi) de 230 y 290 campos analizados, respectivamente. Si bien no se 
encontraron diferencias cuando se comparó el porcentaje de pelos radicales cortos 
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observados entre las raíces PvPI3K-RNAi y las raíces control (Sac-RNAi). Se encontraron 
más pelos de tipo emergente en PvPI3K-RNAi (28,86% ± 4,69) que en el control Sac-RNAi 
(15,37% ± 2,31) y se encontró una disminución de alrededor de dos veces el porcentaje de 
pelos radicales largos (14,36% ± 2,60) en las raíces con pérdida de la función PvPI3K 
respecto a las raíces transgénicas control Sac-RNAi (33,12% ± 4,36) (Figura 28 D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. La pérdida de la función de PvPI3K afecta el crecimiento de pelos radicales y el 
desarrollo de las plantas compuestas. (A) (B) y (C) Imágenes representativas de pelos radicales de 
P. vulgaris de diferente longitud, como se describe en la sección II.10. (A) Pelos radicales largos 
>130 m, (B) cortos <130 m (C) y la protuberancia o emergencia del pelo radical. Barra= 50 m. 
(D) La distribución de la longitud de pelos radicales a los 12 días de edad en raíces transgénicas del 
control (Sac-RNAi) y PvPI3K-RNAi, se presentan como porcentaje (%), donde el 100% es la suma de 
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Figura 28. Continuación. todos los pelos contados de la raíz. Las barras son el valor promedio (%) 
de las raíces transgénicas independientes (n= 16). Las barras son la media ± error estándar (SEM). 
Las diferencias estadísticamente significativas fueron confirmados por la prueba t-Student con 
corrección de Welch (**P <0,001). (E) y (F) Fenotipo de la parte aérea de las plantas compuestas 
control (Sac-RNAi) y con pérdida de la función PvPI3K.  
 
Estos resultados reflejan un efecto del silenciamiento de PvPI3K en el crecimiento de los 
pelos radicales de poroto, a diferencia de plantas mutantes heterocigotas de Arabidopsis 
(con inserción de un T-DNA en PI3K; plantas GABI-418H02) que no difieren de las plantas 
silvestres en relación a la longitud de los pelos radicales. La longitud reportada de los 
pelos radicales para las plantas VPS34/VPS34 y VPS34/vps34, fue similar (466,5 ± 8,7 m y 
452,1 ± 6,5 m, respectivamente) (Lee et al., 2008a; Leshem et al., 2007). Probablemente 
no se afectó el crecimiento de pelos radicales de Arabidopsis porque la mutación de PI3K 
está en el dominio C2 (de unión a membrana) y no afectó su actividad, pero sí el 
crecimiento de las plantas, sugiriendo que el crecimiento polar es dependiente del PI3P. 
Esto se comprobó en Arabidopsis, con el uso del inhibidor específico de PI3K, el LY294002, 
el cual redujo severamente el crecimiento de los pelos radicales en las plantas tratadas 
comparadas con las que no fueron tratadas. Esta disminución no afectó la forma ni el 
número de los pelos emergentes o el número total de pelos radicales en altas 
concentraciones del inhibidor. 
 
IV.7 PvPI3K está involucrada en el desarrollo de plantas compuestas de poroto 
Sorprendentemente, en plantas compuestas con pérdida de la función de PvPI3K 
inoculadas con Rhizobium se observó un crecimiento disminuido en la parte aérea 
comparadas con las plantas control (Sac-RNAi) (Figura 28 E y F; Figura 29 A). Para 
corroborar si los cambios observados en el desarrollo de las hojas de las plantas se debían 
al efecto del PvPI3K-RNAi o al déficit de nitrógeno al que se exponen (para favorecer la 
simbiosis), las plantas compuestas con déficit de nitrógeno (-N) se complementaron con 
nitrógeno para ver si se restablecía el crecimiento de las hojas. Después de 10-12 días de 
tratamiento con riego con solución con 10 mM de nitrógeno (+N), las plantas compuestas 
con pérdida de la función de PvPI3K conservaron el fenotipo de desarrollo en la parte 
aérea comparadas con las plantas compuestas control (Sac-RNAi) (Figura 29 B). En 
consecuencia también se encontró una disminución en el tamaño de las vainas en estas 
plantas compuestas PvPI3K-RNAi comparadas con las plantas control (Figura 29 C). Una 
característica de las plantas compuestas de poroto obtenidas con A. rhizogenes K599 es 
que tienen raíces transgénicas con alta eficiencia de transformación, que nodulan en 
presencia de rizobio, mientras que el tejido aéreo es silvestre (Estrada-Navarrete et al., 
2006, 2007). En este caso las plantas compuestas fueron generadas con un RNAi bajo el 
control del promotor fuerte CaMV 35S; éste se encontró activo en las raíces y durante el 
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Figura 28 
desarrollo de los nódulos. Probablemente el efecto de silenciamiento de PI3K en la parte 
aérea se debe a un transporte sistémico que sería muy interesante analizar o debido a un 
efecto indirecto a través de otra molécula que esté involucrada en el crecimiento de las 
hojas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. La pérdida de la función de PvPI3K afecta el desarrollo de las plantas compuestas. 
(A) Fenotipo de la parte aérea de plantas compuestas control (Sac-RNAi) y con pérdida de la 
función (PvPI3K-RNAi) con déficit de nitrógeno (-N). (B) Las mismas plantas compuestas después 
de ser complementadas con nitrógeno (+N) bajo la forma de KNO3 10 mM. (C) Detalle de las vainas 
(n= 16 plantas). 
 
 
 
IV.8 PvPI3K-RNAi afecta el funcionamiento de las hojas en las plantas compuestas  
Para conocer cuánta diferencia había en el crecimiento entre las hojas de las plantas 
compuestas control (Sac-RNAi) comparada con  las plantas PvPI3K-RNAi, se cuantificó el 
área de las hojas del segundo trifolio de las plantas compuestas. Se encontró una 
disminución de alrededor de cuatro veces el área en hojas PvPI3K-RNAi, comparadas con 
las hojas de plantas compuestas control (Sac-RNAi) (Figura 30 A y B). Para ver si la 
diferencia en el tamaño de las hojas tenía un efecto en el tejido de las hojas, se 
observaron al microscopio las hojas de plantas compuestas control (Sac-RNAi) en las 
cuales se observó el tejido normal (Figura 30 C), mientras que en las plantas PvPI3K-RNAi 
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(Figura 30 D y E) se apreciaron cúmulos de cloroplastos rodeando el tejido vascular de las 
hojas. La hipótesis era que la acumulación de cloroplastos debería tener un efecto positivo 
en la fotosíntesis, para ello se midió la eficiencia fotosintética con el equipo y el protocolo 
desarrollado por el Dr. Retto Strasser  de la Universidad de Génova (sección II.12). Este 
método se llevó a cabo monitoreando in vivo el funcionamiento fotosintético en los 
trifolios de 16 plantas compuestas sin alterar los tejidos de las hojas. En las pequeñas 
hojas con pérdida de la función de PI3K (PvPI3K-RNAi), se encontró un incremento de 
alrededor del 10 % en la densidad de cloroplastos (C/A, 116,22% ± 0,01), así como la 
actividad fotosintética (AF, 112,6% ± 0,012) y el número de cloroplastos (NC, 110,82% ± 
0,0059) en comparación con las hojas de plantas compuestas control (Sac-RNAi) que son 
de mayor tamaño (Figura 30 F). El resultado mostró un incremento de la fotosíntesis en 
las hojas pequeñas de las plantas PvPI3K-RNAi, esto sugiere que la reducción del 
crecimiento puede producir un efecto de aumento de la concentración de cloroplastos. 
Porque la tasa de replicación de los cloroplastos no se debe haber reducido tanto como el 
tamaño celular y eso le permite sobrevivir.   
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Figura 30. La pérdida de la función de PI3K incrementa el funcionamiento de las hojas 
(A) Fenotipo de las hojas y (B) área estimada en plantas compuestas control (Sac-RNAi) y con 
pérdida de la función de PvPI3K. (C) Microfotografías de hojas de plantas compuestas control (Sac-
RNAi) y (D) de hojas PvPI3K-RNAi con objetivo 5x. (E) Amplificación 20x de la microfotografia (D). 
Barra= 100 m en (C) y (D); Barra: 50 m en (E).  (F) Cuantificación de la eficiencia fotosintética 
estimada como unidades relativas de fluorescencia (URF). C/A, Densidad de cloroplastos por área; 
AF, Actividad fotosintética y NC, Número de cloroplastos. 6 lecturas/hoja (n= 3 con 36 lecturas por 
planta). Las diferencias estadísticamente significativas fueron confirmadas por la prueba t-Student 
(***P <0,005).  
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IV.9 La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta la respuesta temprana de infección      
con R. tropici 
Para monitorear el fenotipo de los pelos radicales de las raíces silenciadas PvPI3K de 
poroto, se analizó el enrulado del pelo radical como la respuesta temprana típica de la 
interacción específica de la simbiosis (Figura 31 A). Las raíces transgénicas (TDT, rojo 
fluorescente) con pérdida de función de PvPI3K de aproximadamente 60% comparadas 
con las raíces control (Sac-RNAi), todas ellas inoculadas (Figura 31 B), fueron cortadas, 
aclaradas y analizadas como se describió en la sección II.10. Las raíces se observaron bajo 
el microscopio invertido utilizando la birrefringencia para cuantificar el número de pelos 
radicales enrulados, después de 72 hpi con R. tropici. Se encontró una disminución 
considerable en el enrulado de los pelos radicales (aproximadamente 14 veces) de raíces 
PvPI3K-RNAi comparadas con raíces control (Sac-RNAi), lo cual se observó principalmente 
en los pelos cortos (Figura 31 E). De acuerdo con lo reportado previamente para P. 
vulgaris, generalmente los pelos radicales cortos y gruesos son más susceptibles a la 
infección con R. etli (van Spronsen et al., 2001).  
 
Otro de los eventos tempranos analizados además del enrulado del pelo radical, es la 
formación y avance del hilo de infección con Rhizobium. Para evaluar el crecimiento y la 
ramificación del hilo de infección en el pelo radical, se utilizó una cepa marcada con GFP, 
R. tropici-GFP (cedida por la Biol. Olivia Santana en nuestro laboratorio). La penetración de 
la bacteria en las primeras capas de células corticales se analizó en las células epidérmicas 
de las raíces transgénicas por microscopía confocal con barrido de láser (LSCM.) Se 
buscaron hilos de infección en raíces a los 12 dpi entre la zona de crecimiento y 
aproximadamente a tres centímetros  de la emergencia de la raíz. En las raíces control 
(Sac-RNAi) se encontraron los típicos hilos de infección ramificados invadiendo las células 
del cortex interno (Figura 31 C). Mientras que en las raíces PvPI3K-RNAi, se encontró que 
el crecimiento de hilo de infección está detenido en la primera capa de las células 
epidérmicas inhibiendo su crecimiento y avance hacia las células corticales en división 
(Figura 31 D). Como se puede observar, en este caso no se afectó la división de las células 
del cortex externo donde se forma el primordio de nódulos determinados. Los eventos de 
infección con estas características, denominados hilos de infección abortados se 
cuantificaron en las raíces control (Sac-RNAi) donde el número de los hilos abortados 
fueron muy escasos (0,125 ± 0,033) comparados con aquellos en las raíces PvPI3K-RNAi 
alcanzando hasta 6,43 ± 1,82 hilos abortados por raíz (Figura 31 F). Estos resultados 
demuestran que se requiere de PvPI3K en las respuestas tempranas a R. tropici, para el 
enrulado del pelo radical y el avance de la bacteria a través de hilos de infección hacia las 
células corticales de la raíz para tener una infección exitosa. Estos procesos también se 
reportaron suprimidos en los pelos radicales de raíces de M. truncatula inoculadas con S. 
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Figura 30 
meliloti y tratadas con los inhibidores de PI3K wortmanina y LY294002 sin afectar la 
expresión de la nodulina temprana ENOD12 que media la nodulación (Peleg-Grossman et 
al., 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta la respuesta temprana de infección 
con R. tropici. 
 (A) Imágenes representativas de pelos enrulados y en (C) y (D) de hilos de infección in vivo en las 
raíces de P. vulgaris. (A) Pelo enrulado observado normalmente después de la inoculación de la 
raíz con R. tropici CIAT899. Barra= 50 m. (B) Los niveles de transcrito de PvPI3K de raíces 
transgénicas control (Sac-RNAi) y las que expresan PvPI3K-RNAi fueron cuantificadas por RT-qPCR. 
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Figura 31. Continuación.  Los valores fueron normalizados a los del gen de referencia, el factor de 
elongación EF1 como se describe en II.6.7.2. Las barras son la media ± DS de cuatro réplicas 
biológicas y cada muestra se analizó por triplicado. El análisis estadístico se realizó con la prueba 
de t-Student (***P <0,004).  
 (C) Imagen de un hilo de infección formado en el pelo radical de las raíces control (Sac-RNAi). Las 
raíces transgénicas de P. vulgaris fueron inoculadas con R. tropici CIAT899 expresando GFP (Rt-
GFP; verde). La progresión y ramificación del hilo de infección fue trazada basada en la 
fluorescencia de GFP. (D) Hilo de infección abortado en las raíces transgénicas PvPI3K-RNAi. Las 
líneas de puntos blancos indican el límite entre la epidermis de la raíz y la capa de células 
corticales adyacentes. El crecimiento del hilo de infección fue detenido en la base del pelo radical, 
antes de entrar a la capa de células en división adyacentes al sitio de infección. Este fenotipo de 
hilo de infección es referido como detenido o abortado. Las imágenes se obtuvieron con un 
microscopio confocal Zeiss LSM-50, a partir de 34 secciones ópticas de 1,0 m para el control y 27 
secciones ópticas de 1,0 m para las raíces PvPI3K-RNAi. Barras= 20 m. (E) Distribución de los 
pelos radicales no enrulados y enrulados en raíces control (Sac-RNAi) y PvPI3K-RNAi inoculadas 
con R. tropici CIAT899 colectadas a las 72 hpi. Se presenta como porcentaje (%), donde la suma de 
la cuenta total de pelos radicales enrulados y no enrulados es el 100%. Las barras son el valor 
promedio de 15-16 raíces transgénicas independientes. Las barras son la media ± error estándar 
(SEM). Las diferencias estadísticamente significativas fueron confirmados por la prueba t-Student 
con corrección de Welch (**P <0,005). (F) Cuantificación de los hilos de infección abortados de 
raíces transgénicas de PvPI3K-RNAi y del control (Sac-RNAi). Las barras representan la media ± DS 
de los hilos abortados por raíz, de raíces transgénicas independientes (n=16). La diferencia 
estadísticamente significativa se hizo con la prueba t-Student (**P <0,05). 
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V.1 La pérdida de la función de PvPI3K deteriora la nodulación en las plantas 
compuestas de poroto 
Considerando que en las plantas de poroto con 60% de silenciamiento de PvPI3K se 
afectaron las etapas tempranas de la nodulación, se procedió a evaluar los efectos de la 
pérdida de función de PvPI3K en las etapas tardías donde se observó una disminución de 
la nodulación en las raíces (Figura 32 A y B). Para evaluar el grado de afectación, se 
cuantificó el número total de nódulos en las plantas compuestas PvPI3K-RNAi y en plantas 
control (Sac-RNAi) a los 22 dpi con R. topici. En las raíces de las plantas control se 
encontraron alrededor de 172,40 ± 68,50 nódulos y 218,90 ± 73,40 primordios de nódulo 
por planta. En las plantas compuestas PvPI3K-RNAi, los números de los nódulos y los 
primordios por planta se redujeron drásticamente (24,50 ± 14,39 y 40,66 ± 18,34, 
respectivamente) en comparación con los de plantas compuestas control (Figura 32 C). En 
resumen, el número de primordios se redujo cinco veces y el número de nódulos 
disminuyó casi siete veces en comparación con las plantas compuestas control (Figura 32 
C). En las raíces transgénicas PvPI3K-RNAi deficientes en nodulación se encontraron pocos 
nódulos totalmente desarrollados comparados con los de las raíces control.  
 
Figura 32. Fenotipo de nodulación en las raíces de poroto con la pérdida de la función de PvPI3K. 
(A) Raíces transgénicas inoculadas con R. tropici muestran numerosos nódulos en la raíz control 
(Sac-RNAi) comparada con (B) la cantidad de nódulos en raíces de plantas compuestas PvPI3K-
RNAi. (C) El número de nódulos y de primordios de nódulos fueron cuantificados en plantas 
control (Sac-RNAi) y PvPI3K-RNAi. Las barras representan la media ± DS de 10 raíces de plantas 
transgénicas a 22 dpi. La diferencia significativa fue determinada estadísticamente por la prueba  
t-Student (**P< 0,003 y **P<0,05, respectivamente).  
 
V.2 PvPI3K-RNAi contrarresta la infección de nódulos de P. vulgaris 
Para observar el fenotipo de los nódulos con pérdida de la función de PvPI3K, los tejidos 
en fresco se observaron en el microscopio confocal. Para esto, se colectaron muestras de 
las raíces PvPI3K-RNAi y de las control (Sac-RNAi) a los 17 dpi con R. tropici-GFP (Rt-GFP). 
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Se localizaron los bacteroides fluorescentes Rt-GFP en la zona central de los cortes de los 
nódulos control (Sac-RNAi) bien desarrollados (Figura 33 A), mientras que las raíces con 
pérdida de función de PvPI3K exhibieron pequeños nódulos vacíos con ausencia de 
rizobios fluorescentes en la zona central de infección (Figura 33 B). Sin embargo, no se 
afectó la continuidad de las divisiones celulares corticales características de los primordios 
de nódulos determinados (van Spronsen, et al., 2001). En los nódulos vacíos las bacterias 
R. tropici-GFP se observaron rodeando los nódulos, encontrándose atrapadas dentro de la 
primera capa de células epidérmicas (Figura 33 C). 
 
Para observar con más detalle los tejidos simbióticos, las muestras de los nódulos 
transgénicos colectados, se fijaron y se embebieron en resina LR-White. Para observarlos 
al microscopio, se cortaron en un ultra micrótomo, se colocaron en portaobjetos y se 
tiñeron con azul de toluidina como se describe en II.18. Este colorante permitió observar 
las características de las estructuras morfológicas de los nódulos que se tornaron azules y 
permitió observar las células y los componentes tisulares. Los nódulos vacíos de las raices 
con pérdida de función de PvPI3K, mostraron un fenotipo pálido, con abundante tejido 
vascular y escasas células infectadas, las cuales se encontraron rodeadas de células no 
infectadas (Figura 33 D, E y F). También se observó que la distribución de las células 
infectadas y no infectadas, los amiloplastos, así como el tejido tipo vascular está 
desordenada (Figura 33 E). Las pocas células infectadas están cercanas a las células del 
cortex (Figura 33 F). A diferencia de esto, en los cortes de nódulos control (Sac-RNAi), se 
observó claramente la zona central de infección (Figura 33 G) con abundantes células 
infectadas, células no infectadas (Figura 33 H), rodeadas de haces vasculares bien 
definidos, amiloplastos, parénquima y células del cortex (Figura 33 G, H e I). 
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Figura 33. La pérdida de la función de PvPI3K contrarresta el desarrollo del nódulo de la raíz. 
(A) (B) y (C) imágenes in vivo representativas de nódulos cosechados a 17 días pos inoculación de 
raíces transgénicas (A) del control Sac-RNAi (B) y (C) de PvPI3K-RNAi, fueron observadas por 
microscopía confocal de barrido por láser. Nódulos colectados a partir de raíces transgénicas 
infectadas con R. tropici CIAT899 que expresaban GFP, fueron seccionados a mano para 
determinar si el tejido central del nódulo contenía células infectadas (fluorescencia verde).  (A) 
Nódulo control (Sac-RNAi) de la raíz transgénica que contiene células infectadas. (B) Nódulo 
pequeño, representativo de los observados en las raíces transgénicas PvPI3K-RNAi. Las células 
infectadas no se detectaron en el tejido central de estos nódulos. (C) Ampliación (63x) de un hilo 
de infección abortado en la periferia del nódulo mostrado en (B). Las imágenes fueron tomadas in 
vivo utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta; en (A) con 18 secciones ópticas cada 
una de 18,0 m para el nódulo control (Sac-RNAi, aumento 10x); (B) en el nódulo PvPI3K-RNAi se 
hicieron 12 secciones ópticas cada una de 10 m (amplificación 20x) y en (C) 29 secciones ópticas 
cada una de 1,0 m (aumento 63x). Barra= 100 μm en (A) y (B). Barra= 20 μm en (C). 
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Figura 33. Continuación. Análisis histológico de nódulos transgénicos de P. vulgaris. Las 
micrografías muestran la organización y la morfología celular de nódulos colectados de raíces a 20 
días postinoculación con R. tropici. (D) (E) y (F) Tejidos de nódulos con pérdida de la función de 
PI3K. (G) (H) e (I) Tejidos de nódulos control (Sac-RNAi) de plantas compuestas. Las muestras 
fueron teñidas con azul de toluidina. cc, células del cortex; ic, células infectadas; uc, células no 
infectadas; a, amiloplastos; vb, tejido vascular y p, parénquima. Barra= 50 m en (D) y (G); 
Barra=20 m en (E) (F) (H) e (I). 
 
V.3 La pérdida de la función de PvPI3K daña la fijación de nitrógeno de plantas 
compuestas de poroto 
Con el propósito de evaluar el funcionamiento de los pequeños nódulos deteriorados que 
se formaron en las raíces con pérdida de la función de PI3K, se determinó la fijación de 
nitrógeno con un ensayo de reducción de acetileno de acuerdo al método de Vessey, 
(1994). Se utilizaron para el ensayo plantas compuestas control (Sac-RNAi) y plantas que 
expresan la construcción PvPI3K-RNAi (Figura 34). Los resultados muestran que la fijación 
de nitrógeno en nódulos PvPI3K-RNAi se redujo considerablemente comparada con la de 
los nódulos control (10,28 ± 2,37 vs. 67,20 ± 10,39 mol de etileno/h/g de peso seco de 
nódulos). Como era de esperar, el fenotipo de silenciamiento en la expresión de PI3K tiene 
un efecto negativo sobre la fijación de nitrógeno de la planta.  
 
 
 
 
 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Actividad de la nitrogenasa en nódulos transgénicos de P. vulgaris.  
Para determinar el funcionamiento de los nódulos transgénicos de poroto, se llevó a cabo un 
ensayo de reducción de acetileno en las raíces control (Sac-RNAi) y en las PvPI3K-RNAi como se 
indica en II.16. Los resultados de la actividad específica se muestran en moles de etilenoh-1g-1 de 
peso seco de nódulos colectados de plantas de dos experimentos (n=6). 
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En resumen, en las plantas compuestas con una reducción de 60% en los niveles de 
transcripción de PvPI3K, se incrementó la cantidad de hilos de infección abortados 
alcanzando un aumento de hasta 51 veces, la formación de primordios de nódulos y del 
número de nódulos disminuyó casi cinco y siete veces, respectivamente y en 
consecuencia, resultaron ineficientes en fijación de nitrógeno en comparación con las 
raíces de las plantas control.  
 
V.4 La expresión del dominio FYVE imita el daño producido en la nodulación en raíces 
con pérdida de la función de PI3K 
En las plantas compuestas de poroto con pérdida de la función de PI3K, el número total de 
nódulos se redujo drásticamente debido a múltiples factores, tales como la disminución 
del crecimiento apical y el enrulado de los pelos radicales y la alteración en el avance y 
ramificación de los hilos de infección detenidos en los pelos radicales en las primeras 
capas de células corticales. Para investigar si la proteína cinasa PI3K o el producto de su 
actividad, el PI3P, es requerido para la organogénesis de los nódulos, se usó un biosensor 
fluorescente para detectar PI3P. El biosensor utilizado, referido como dominio FYVE 
(2x35S:YFP-2XFYVE) (debido a que se encontró primero en cuatro proteínas ricas en 
cisteínas (Fab, YOTB, Vac1 y EEA1), se une específicamente con alta afinidad a PI3P 
(Stenmark et al., 1996; Gaullier et al., 1998; Patki et al., 1998). Este biosensor se ha 
utilizado en diferentes tipos de plantas para ver la dinámica PI3P, p. ej. en protoplastos de 
caupí (Vigna unguiculata), en vesículas de diferentes tamaños en células BY-2 de tabaco 
(Nicotiana tabacum) y en células epidermales de la raíz y estomas de Arabidopsis 
(Vermeer et al., 2006).  
Para estudiar la localización y función de PI3P durante la simbiosis, se obtuvieron raíces 
transgénicas de P. vulgaris que expresan el dominio FYVE (II.9), por medio de la 
transformación con A. rhizogenes K599 con la construcción 2X35S:YFP-2xFYVE del vector 
amablemente donado por el Dr. Teun Munnick de la Universidad de Amsterdam, Holanda. 
El dominio FYVE está fusionado a una proteína amarillo fluorescente dirigido por un 
promotor fuerte (2X35S:YFP), lo cual permitió monitorear las raíces transgénicas por 
medio de microscopía confocal (LSCM). Para evaluar los eventos tempranos de la 
simbiosis nodular y analizar la infección de los pelos radicales, las raíces fluorescentes 
fueron inoculadas con R. tropici-DsRed (Rt-DsRed, rojo fluorescente). En las raíces 
transformadas con el dominio FYVE (o YFP-2xFYVE) la señal de fluorescencia se localizó en 
las células de la epidermis (PI3P unidos al dominio FYVE; Figura 35 A) y la progresión de 
los hilos de infección fue detenida en los pelos radicales sin afectar el ciclo celular de las 
células adyacentes al sitio de infección. Se observaron múltiples hilos de infección (cuatro 
o más) dentro del mismo pelo radical (Figura 5 A) que no avanzaron a las células corticales 
en división. En las raíces control transformadas con el vector vacío (pEarley_104 que 
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expresa 35S-YFP o YFP) se observó señal de fluorescencia inespecífica con los hilos de 
infección avanzando hacia las células corticales en división (Figura 35 B). En las etapas 
tardías de la nodulación se estimó una reducción de cinco veces el número de nódulos en 
raíces que expresaron el biosensor, el dominio FYVE, comparadas con el control (Figura 35 
C). El fenotipo de las raíces inoculadas que expresan YFP-2xFYVE, mostró hilos abortados 
(Figura 35 A y Figura 36) de forma similar al encontrado en las raíces con pérdida de la 
función de PvPI3K. Este resultado sugiere que el producto de la actividad catalítica de 
PvPI3K es parte del mecanismo de la función de esta cinasa durante la infección. Además, 
la participación de ambos PI3K y PI3P se correlacionó con la disminución de la autofagia 
durante la pérdida de la función de PvPI3K con la nodulación, ya que en las raíces que 
expresan PvPI3K-RNAi y la construcción del dominio FYVE, el número de nódulos de la raíz 
se redujo aproximadamente siete y cinco veces, respectivamente, con relación a las 
plantas control.  
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. La expresión del dominio FYVE imita el daño en la nodulación producido en raíces con 
pérdida de la función de PI3K. 
 Las raíces transgénicas que expresan YPF-2xFYVE o el control (YFP) fueron inoculadas con R. 
tropici-DsRed y observadas en tejido fresco a 15 dpi en el microscopio confocal Zeiss LSM 510.  
(A) Imagen representativa de un sitio de la infección en raíces que expresan YPF-2xFYVE revela el 
progreso del hilo de infección detenido que no avanza de la primera capa de células de la corteza 
exterior. Esta imagen fue adquirida utilizando 23 secciones ópticas de 0,89 m. Imagen cortesía 
del M.B. Neftaly Cruz (2011). (B) Imagen representativa del progreso típico de los hilos de 
infección en las raíces transgénicas control. Se utilizaron 25 secciones ópticas de 1,0 m. Barra= 20 
m. (C) Número de nódulos transgénicos producidos por las raíces control (YFP) y las que expresan 
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YPF-2xFYVE. Las barras representan la media  DS (n = 10 plantas compuestas a 21 dpi). Las 
diferencias estadísticamente significativas se determinaron usando la prueba t-Student (***P 
<0,006). 
 
 
Figura 36. Fenotipo del hilo de infección del pelo radical de P. vulgaris expresando el dominio 
FYVE.  
Imágenes sucesivas de una animación en un intervalo de tiempo (27 s) (de izquierda a derecha y 
de arriba hacia abajo) tomada de un pelo radical expresando YFP-2xFYVE de raíces P. vulgaris 
inoculadas con R. tropici-DsRed. Sobreposición de YFP-2xFYVE en verde, contraste de fase en gris y 
R. tropici-DsRed en rojo.  
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VI.1 La simbiosis de Hongos Arbusculares (HA) en plantas 
Los resultados de la filogenia de la PvPI3K de poroto demostraron que pertenece a la 
subfamilia de las cinasas clase III presentes en organismos eucariontes cuya estructura 
genómica se encontró conservada en 15 de las 17 plantas analizadas, excepto para las  
algas unicelulares del phylum de las Chlorophytas, (las Micomonas sp y Chlamidomonas 
reinharditi). Este resultado se correlacionó con la ausencia de los genes ortólogos de la 
ruta Sym en estas plantas y con la ocurrencia de los mismos en plantas del hábitat 
terrestre (Delaux et al., 2013). Estos hallazgos se correlacionan con la estimación de que la 
simbiosis de la micorriza (“raíz fungosa”) arbuscular emergió hace alrededor de 450 
millones de años entre las raíces de las plantas y los hongos que pertenecen al phylum 
Glomeromycota, del cual se calcula existen alrededor de 200 especies (Rausch et al., 2001; 
Redecker et al., 2000). Debido a que la simbiosis de hongos arbusculares (HA) emergió 
mucho tiempo antes que la simbiosis nodular, surgió el interés por investigar si PvPI3K, 
que pertenece a la clase III (el grupo más antiguo y conservado) de la familia PI3K, está 
involucrada en la respuesta simbiótica de P. vulgaris con este tipo de hongos.  
En ambas interacciones simbióticas sus respectivos microsimbiontes se hospedan 
intracelularmente y comparten características evolutivas que son clave en el desarrollo del 
proceso. Como ya se mencionó, comparten un conjunto de genes de la Ruta Sym, que en 
la simbiosis nodular derivó a partir del sistema de la simbiosis de hongos arbusculares en 
plantas (Sprent, 2007). De forma similar a la simbiosis nodular se ha generado el modelo 
de la simbiosis de las micorrizas arbusculares, donde se muestran los componentes para el 
establecimiento de los simbiontes que funciona con el intercambio de moléculas 
señalizadoras (Figura 37). Las raíces de la planta secretan exudados de moléculas activas 
que incluyen las estrigolactonas (derivadas de metabolismo de los carotenoides), a su vez 
el hongo secreta LCOs micorrízicos (FMyc, Factores Myc), que se sabe estimulan la 
formación de micorrizas en especies de diversas familias de plantas, entre ellas las 
Fabaceae promoviendo el crecimiento y ramificación de la raíz (Maillet et al., 2011). El 
primer contacto del hongo arbuscular con la raíz se hace a través del hipopodio (célula 
especializada del hongo que se ancla en la célula epidermal de la planta hospedera), el 
cual media el crecimiento de las hifas. En respuesta a este estímulo químico y mecánico, la 
planta responde formando un aparato de pre-penetración (PPA) el cual anticipa la 
dirección de la penetración de la hifa en la célula de la planta por remodelación del 
citoesqueleto. El hongo arbuscular crece inter e intracelularmente hasta alcanzar las 
células corticales donde desarrolla estructuras intracelulares especializadas de novo, 
conocidos como arbúsculos (ramificación intracelular de las hifas) (Genre et al., 2008).  
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Figura 37. Esquema de la simbiosis de hongos arbusculares en plantas con flores.  
La planta exuda compuestos que promueven la germinación de las esporas y la ramificación de las 
hifas aumentando su actividad. Estos hongos producen factores de micorrización (FMyc) que 
inducen la respuesta simbiótica, produciendo oscilaciones de calcio, activando genes relacionados 
con la simbiosis y formando los hipopodios que se desarrollan de las hifas maduras. Al contacto 
del hongo (HA) con la planta, se forma el aparato de pre-penetración (PPA, pre-penetration 
apparatus), el cual guía al hongo a las células del cortex. El hongo entra a las células de la planta 
por el apoplasto, crece lateralmente al eje de la raíz e induce estructuras de tipo PPA en el cortex. 
Las hifas entran a las células y se ramifican para formar los arbúsculos. Fuera de la planta se 
forman nuevas esporas en la punta de las hifas y permiten la propagación de los hongos (Figura 
adaptada de Bonfante y Genre, 2010). 
 
Esta interacción se considera una simbiosis de tipo mutualista donde ambos organismos 
se benefician. Los hongos arbusculares, entre otras funciones, tienen un papel muy 
importante en el ciclado de nutrientes, en la salud de las plantas y actúan como una 
extensión del sistema radical de las plantas que les permiten captar agua y nutrientes 
escasos o poco disponibles en el suelo. Son biótrofos obligados multinucleados y 
aparentemente asexuales. El intercambio de nutrientes es una característica central de la 
simbiosis de los hongos arbusculares (Bonfante y Genre, 2015). Los hongos obtienen de la 
planta glucosa y otros carbohidratos tipo hexosa como fuentes de carbono y energía. Los 
hongos arbusculares captan el fósforo del suelo y lo transfieren en forma de fosfato. El 
hongo transfiere el fósforo a las raíces a través de los arbúsculos (hifas especializadas), 
pero el mecanismo molecular de este intercambio no se conoce, ni tampoco cómo la 
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planta regula la simbiosis en respuesta al status de nutrientes. Las plantas tienen muchos 
tipos de proteínas transportadoras de fosfato que incluyen la clada Pht1 y los miembros 
de esta subfamilia I solo se expresan en la simbiosis de los hongos arbusculares. En 
Medicago truncatula se ha demostrado que el transportador MtPT4, miembro de la 
subfamilia I se requiere para la adquisición de fosfato transferido por el hongo arbuscular 
y que la pérdida de su función produce la muerte prematura de los arbúsculos (Javot et 
al., 2007). Los ortólogos del transportador MtPT4 de M. truncatula están presentes en los 
genomas de todas las Angiospermas hospederas de los hongos arbusculares que se han 
secuenciado hasta la fecha. En arroz (Oryza sativa), álamo (Populus spp), papa (Solanum 
tuberosum) y tomate (S. lycopersicum), entre otras, se expresa específicamente en las 
raíces colonizadas por hongos micorrícicos (Delaux et al., 2013). 
 
VI.2 Los niveles de transcrito y la actividad del promotor de PvPI3K en las raíces de P. 
vulgaris después de la inoculación con el hongo Rhizophagus irregularis 
Para ampliar nuestro estudio sobre la participación de PI3K en las interacciones 
mutualistas, se usó Rhizophagus irregularis (antes, Glomus intraradices), uno de los 
hongos arbusculares más estudiados y que establece asociaciones simbióticas obligadas 
con el sistema radical de la mayoría de las plantas vasculares (Read, 1999). Un análisis 
previo del genoma de Rhizophagus irregularis reveló que tiene características únicas 
adicionales, algunas son que las enzimas que degradan la pared celular están pobremente 
representadas. También tiene proteínas pequeñas secretadas que son abundantes y son 
expresadas principalmente durante la fase simbiótica (Bonfante y Genre, 2015). Se usó 
particularmente porque se reportó que R. irregularis coloniza raíces de P. vulgaris donde 
se observó la formación de estructuras arbusculares (Arthikala et al., 2013).  
Las raíces de poroto inoculadas con R. irregularis son fácilmente colonizadas a tres 
semanas post inoculación (spi) (47,3 ± 4,8% RLC) y la expresión relativa del transportador 
PvPT-4 se induce a diferencia de las raíces no inoculadas (Arthikala et al., 2013). Para 
determinar los niveles de transcrito de PI3K durante la micorrización, se utilizaron 
plántulas de P. vulgaris de tipo silvestre de cinco días de edad con raíces inoculadas con 
esporas de R. irregularis. Después de ser cultivadas como se describe en II.13, las raíces de 
las plantas se examinaron a las tres y seis semanas post inoculación (spi). Se utilizaron 
como controles plántulas no-inoculadas cultivadas bajo condiciones idénticas. La 
colonización fúngica se confirmó por tinción con azul de tripano (McGonigle et al., 1990) y 
la cuantificación de los niveles de transcritos del transportador de fosfato T4 de P. vulgaris 
(PvPT-4) se hizo por RT-qPCR. Este transportador se ha utilizado en P. vulgaris como un 
indicador de la colonización progresiva (Arthikala et al., 2013).  
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Como era de esperar, los niveles de transcrito del PvPT-4 aumentaron en respuesta a la 
inoculación con R. irregularis, mientras que no se observaron cambios significativos en los 
niveles de transcripción de PvPI3K entre las raíces colonizadas por hongos arbusculares y 
las no-inoculadas (Figura 38 A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Niveles de transcrito y actividad del promotor de PvPI3K en raíces de P. vulgaris 
después de la inoculación con Rhizophagus irregularis.  
(A) Los niveles de transcrito de PvPI3K y del transportador PvPT-4 de poroto se determinaron por 
RT-qPCR en raíces tipo silvestre inoculadas o no con R. irregularis colectadas a las tres y seis 
semanas. Los niveles de transcirto se normalizaron respecto al gen de referencia EF1 y los valores 
se cuantificaron como se describe en II.6.7. Las barras indican la media DS de dos réplicas 
biológicas independientes (n= 2 de un grupo de 10 raíces). La diferencia significativa se determinó 
estadísticamente con la prueba t-Student  (***P<0,001) (B) a (H) La actividad del promotor 
proPvPI3K:GFP-GUS fue evaluada con GUS y con la proteína verde fluorescente (GFP) en raíces 
transgénicas de P. vulgaris inoculadas con el hongo arbuscular. (B) Actividad del promotor en una 
raíz trangénica inoculada con R. irregularis. (C) a (H) Imágenes de luz transmitida y confocal de 
raíces transgénicas inoculadas con R. irregularis muestran las hifas extrarradicales en la epidermis 
de la raíz y la expresión del promotor de PvPI3K en el sitio de entrada de hifas. (C) El hongo 
arbuscular se tiñó con el conjugado AGT-Alexa Fluor 633 (Ri-AGT-Alexa Fluor 633, fluorescencia 
roja). (D) y (E) La inducción de proPvPI3K:GFP-GUS se detectó en las células epidérmicas y vecinas 
al punto de contacto de las hifas fúngicas. (F) (G) y (H, empalme) Fuerte expresión de              
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Figura 38. Continuación. proPvPI3K:GFP-GUS en las células que están debajo de las hifas 
extrarradicales extendiéndose. Imágenes representativas de las raíces transgénicas inoculadas a  3 
spi con R. irregularis. Las imágenes fueron adquiridas in vivo utilizando un Microscopio Confocal 
LSM 510 Meta. ep, epidermis; her, hifas extrarradicales; c, corteza. Barras= 50 m (C) a (E); 
Barras=20 m (F) a (H). 
 
Aunque la simbiosis de hongos  arbusculares en P. vulgaris no se ha caracterizado al 
mismo nivel de detalle que en M. truncatula (Genre et al., 2008), un reporte anterior 
describe algunas etapas de la infección en raíces de P. vulgaris (Arthikala et al., 2013). 
Para estudiar la actividad espacio-temporal del promotor PvPI3K en raíces transgénicas 
inoculadas con R. irregularis que albergan la construcción proPvPI3K:GFP-GUS, se 
colectaron las raíces para analizarlas por microscopía óptica y confocal. Después de tres 
semanas de la inoculación con el hongo arbuscular y de cultivar las plantas como se 
describe en II.13, la actividad del gen reportero de GUS se observó en las células del 
cortex y en la epidermis de la raíz (Figura 38 B). El hongo R. irregularis se tiñó con un 
conjugado fluorescente de aglutinina de germen de trigo con Alexa Fluor 633 (AGT- Alexa-
Fluor 633) (Arthikala et al., 2013). La actividad del promotor de PvPI3K, revelada como la 
fluorescencia de la GFP, se observó en las células epidérmicas (Figura 38 D), en las células 
cercanas al punto de contacto de las hifas fúngicas (Figura 38 C y D, empalme) y en las 
células que están debajo de donde se extienden las hifas extrarradicales (Figura 38 F, G y 
H, empalme). Sin embargo, no se detectaron estructuras tipo-PPA, (Aparato de Pre-
Penetración) lo que sugiere que el promotor de PvPI3K se activa antes de la formación del 
PPA. En las etapas tardías de la infección con el hongo arbuscular (más de 3 spi), las capas 
de células corticales no se pudieron analizar debido al grosor de raíces transgénicas de P. 
vulgaris. 
 
VI. 3 La pérdida de la función de PvPI3K daña la simbiosis de los hongos arbusculares  
Para saber si la simbiosis de micorrizas arbusculares de poroto requiere de PvPI3K, se 
analizaron raíces transgénicas que contienen el vector control (Sac-RNAi) y raíces con 
PvPI3K-RNAi colectadas después de 3 spi y se tiñeron con azul de tripano (ver II.14). Como 
se observa en la Figura 39 A, las raíces transgénicas del control que expresan TdT-Sac-
RNAi mostraron un patrón típico de la colonización de micorrizas arbusculares, que 
incluye la penetración epidérmica de los hongos, la formación en compartimentos 
apoplásticos intracelulares, ramificación y la colonización fúngica de la corteza exterior e 
interior con abundantes arbúsculos. Todas las estructuras fúngicas fueron identificadas, la 
hifa extrarradical e intrarradical, el hipopodio y arbúsculos con troncos y ramas (Figura 39 
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A). Por el contrario, la típica infección micorrizal se afectó drásticamente en raíces 
transgénicas PvPI3K-RNAi (Figura 39 B). 
En las raíces transgénicas afectadas se observó un mayor número de hifas extrarradicales 
e hipopodios que parecen estar detenidas en el sitio de contacto del hongo, comparadas 
con las raíces control (Figura 39 B). Por otra parte, a menudo se observaron en las hifas 
extracelulares estructuras con un tipo de crecimiento en forma de “dedo hinchado” (10,90 
± 1,13 / raíz) en las raíces transgénicas con pérdida de la función de PvPI3K (Figura 39 C, D 
y E), mientras que estas estructuras eran apenas detectables en las raíces transgénicas 
control (menos de 1/raíz) (Figura 39 E). Ocasionalmente, se encontraron hifas 
intrarradicales penetrando en la corteza exterior (Figura 39 B), pero la infección 
intracelular, en la epidermis, la corteza externa y la formación de arbúsculos casi nunca se 
observó.  
 
 
Figura 39. La pérdida de la función de PvPI3K perjudica la simbiosis de los hongos arbusculares 
de P. vulgaris.  
(A) a (D) Colonización de los hongos arbusculares de las raíces transgénicas (3 spi) teñidas con azul 
de tripano. (A) Las raíces transgénicas control (Sac-RNAi) muestran la típica colonización de 
hongos arbusculares con abundantes arbúsculos. (B) Las raíces transgénicas PvPI3K-RNAi exhiben 
escasas hifas que entran y se ramifican dentro de las células epidérmicas. (C) y (D) En las hifas 
extrarradicales ramificadas se encontró la formación de estructuras conocidas como dedos 
hinchados. her, hifa extrarradical; ep, epidermis; dh, en forma de “dedo hinchado”; h, hipopodio; 
hv, haz vascular; *, arbúsculos. Barras (A) y (B) 100 m, (C) 150 m y en (D) 10 m. (E) El número 
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Figura 39. Continuación. de hifas en forma de “dedos hinchados” en raíces transgénicas PvPI3K-
RNAi y control. Los datos son la media ±DS de tres experimentos independientes (n=33). La 
significancia estadística se determinó utilizando la prueba t- Student  (***P <0,001). 
 
VI.4 La pérdida de la función de PvPI3K impide la colonización de hongos arbusculares y 
la expresión del transportador de fosfato PvPT-4 
Para estimar la propagación fúngica en las raíces de P. vulgaris con pérdida de la función 
de PvPI3K se cuantificó el porcentaje total de colonización por longitud de la raíz (%RLC) 
de acuerdo al método de McGonigle et al. (1990), en raíces transgénicas PvPI3K-RNAi y en 
las raices control (Sac-RNAi) a las tres y seis semanas pos inoculación con R. irregularis. En 
raíces transgénicas PvPI3K-RNAi, se encontraron porcentajes de colonización (%RLC) con 
el hongo de 7 ± 1,2 y 11,16 ± 3,5 a las 3 y 6 spi, respectivamente. Estos valores 
representan una reducción de 5,25 veces con respecto a las raíces transgénicas control 
(Sac-RNAi) donde se encontró un porcentaje de 41,50 ± 2,0 y 65,0 ± 5,0 a las 3 y 6 spi, 
respectivamente (Figura 40 A).  
La activación transcripcional del transportador PvPT-4 durante la colonización del hongo 
arbuscular, también se vio afectada en raíces transgénicas PvPI3K-RNAi inoculadas con R. 
irregularis.  
 
 
 
Figura 40. La pérdida de la función de PvPI3K inhibe la colonización de hongos arbusculares y los 
niveles de transcrito del transportador de fosfato (PvPT-4).  
(A) Porcentaje de colonización (%RLC) en raíces transgénicas PvPI3K-RNAi y control (Sac-RNAi). Los 
datos representan las medias ± DS de tres experimentos independientes (n= 39 raíces). La 
significancia estadística fue determinada con  la prueba t-Student (***P <0,001). (B) Los niveles de 
transcrito de PvPT-4 se determinaron por RT-qPCR en las raíces PvPI3K-RNAi  y en las raíces control 
(Sac-RNAi) inoculadas con R. irregularis (Ri-inoculadas). Los niveles de transcripción se 
normalizaron al gen de referencia EF1 como se describe en II.6.7. Las barras representan la 
media ± DS de dos experimentos (n = 2 a partir de un grupo de 12 raíces transgénicas).            
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Figura 40. Continuación. Los asteriscos representan las diferencias estadísticamente significativas 
con la prueba t-Student (**P <0,004). 
 
Como se muestra en la Figura 40 B, los niveles de transcrito del transportador (PvPT-4) 
fueron muy bajos en raíces transgénicas PvPI3K (0,081 ± 0,009) comparados con los de 
raíces control Sac-RNAi (0,41 ± 0,036) después de 3 semanas post inoculación.  
El monitoreo de la respuesta a la inoculación con R. irregularis de las raíces transgénicas 
con pérdida de la función de PvPI3K, mostró un fenotipo en la etapa temprana de la 
interacción, en la respuesta presimbiótica molecular durante la formación del hipopodio 
con estructuras de “dedos hinchados”. Además correlacionó con la disminución 
significativa de los transcritos de PvPT-4 en las raíces PvPI3K-RNAi micorrizadas en 
comparación con las raíces de control. Estos resultados sugieren una disfuncionalidad por 
ausencia de arbúsculos en las raíces silenciadas. Dado que las mutantes en dos de los 
genes ortólogos de la ruta Sym (CCamK, Calcium and calmodulin-dependent protein kinase 
y Cyclops, protein that features a nuclear localization signal) muestran un fenotipo similar 
al mostrado en este trabajo, con varias hinchazones en la superficie rizodérmica de arroz 
(Gutjahr et al., 2008), se estimó la acumulación de transcritos de estos genes en raíces con 
pérdida de la función PvPI3K y raíces del control microrrizadas. No hubo diferencias 
significativas en los niveles de la proteína cinasa PvCaCamK y su interactor PvCyclops en 
raíces PvPI3K-RNAi en relación con sus respectivos controles (datos no mostrados). Por lo 
tanto, estos resultados también sugieren que el fenotipo tipo ”dedo hinchado" observado 
en las raíces con pérdida de la función de PvPI3K, podría ser debido a una ruta 
independiente de la ruta Sym (de la transcripción de PvCCamK y PvCyclops) en poroto. 
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VII.1 PI3K participa en dos procesos importantes de P. vulgaris, la simbiosis y el 
desarrollo celular  
Como se mostró en el análisis filogenético PI3K clase III está muy conservada entre los 
organismos eucariontes. A. thaliana, que pertenece a la familia de las Brassicaceae del 
grupo de plantas que no son capaces de interactuar con simbiontes como los hongos 
arbusculares, carece de varios genes involucrados en la ruta Sym o genes que son 
requeridos para el establecimiento de estas relaciones (Zhu et al., 2006; Delaux et al., 
2013). Por otra parte, los defectos observados en  plantas heterocigotas de Arabidopsis en 
PI3K (VPS34/vps34) se observaron en múltiples estadios durante el proceso reproductivo, 
incluyendo el desarrollo del polen, así como también su germinación, elongación y la 
fertilización (Lee et al., 2008b). Las mutantes de Arabidopsis no sobreviven a la pérdida de 
AtVps34 indicando que PI3K es un gen conservado que está comprometido para funciones 
del desarrollo. En este caso, en las raíces de P. vulgaris encontramos que PI3K de 
P.vulgaris es esencial para el crecimiento de los pelos radicales. Sin embargo, los 
resultados mostrados en este trabajo sugieren que en plantas leguminosas, PI3K 
evolucionó para tomar parte en funciones especializadas como la simbiosis. 
 
En este estudio se encontró que la expresión de PI3K se incrementó días después de la 
inoculación de raíces de poroto con R. tropici y en nódulos maduros (Figura 23 B y 23 D, 
respectivamente). Sin embargo, estudios recientes de expresión sugieren que PI3K no se 
induce durante la infección con rizobio (Breakspear et al., 2014). En el infectoma del pelo 
radical de Medicago truncatula se obtuvo el seguimiento de la expresión génica durante la 
infección con rizobio bajo determinadas condiciones de crecimiento. Si no se encontraron 
transcritos relacionados con autofagia en el infectoma del pelo radical, probablemente se 
debió a que la vida media de estos transcritos y de las proteínas es corta. Roux y 
colaboradores (2014) reportaron que en el nódulo indeterminado MtPI3K es altamente 
expresada en la zona de fijación de nitrógeno, lo cual concuerda con nuestros datos, 
donde los transcritos fueron localizados in situ en las células infectadas del nódulo. 
Además, hemos observado que los niveles de transcrito de PvPI3K y la actividad de 
nódulos de poroto (Figura 24 B3 y C3) también aumentaron, correlacionando con los 
niveles máximos de fijación de nitrógeno en los nódulos maduros (Figura 23 D y Figura 26 
D).  
La actividad del promotor de PvPI3K se encontró durante el proceso de infección con 
Rhizobium en los pelos radicales de raíces inoculadas, durante la formación del hilo de 
infección, en las células corticales en división del primordio de nódulo y en la zona de 
infección del nódulo maduro (Figura 26 A-D). Lo cual señala que se requiere de la 
expresión de PI3K para el proceso de infección en las etapas tempranas de la nodulación, 
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para el desarrollo normal del primordio de nódulo, así como para tener un nódulo 
funcional en etapas tardías de la simbiosis.    
En la senescencia del nódulo, el promotor de PvPI3K sólo está activo en los haces 
vasculares del nódulo, lo que sugiere que PvPI3K también puede funcionar en la 
movilización de nutrientes procedentes del viejo órgano a través del haz vascular. 
 
VII.2 La pérdida de la función de PI3K inhibe la infección de P. vulgaris con R. tropici y 
con R. irregularis durante los eventos tempranos de la simbiosis  
Los resultados de este trabajo demuestran que PI3K tiene un papel previamente 
desconocido en las interacciones mutualistas. Durante de la simbiosis de P. vulgaris-
Rhizobium spp., en las raíces transgénicas que perdieron la función de PvPI3K mediante su 
silenciamiento con RNAi, se deterioraron dramáticamente las respuestas tempranas como 
el enrulado del pelo radical en presencia del rizobio y el avance del hilo de infección de 
estas células epidérmicas. Se afectó el crecimiento del hilo de infección de una célula a 
otra, ya que el hilo de infección quedó detenido en los pelos radicales, sin avanzar a las 
células corticales. Estos resultados sugieren fuertemente que PI3K también es esencial 
para el crecimiento normal del hilo de infección. La regulación a la baja de esta cinasa 
perjudicó la formación de la estructura tubular del hilo de infección impidiendo la 
penetración de los rizobios. 
 
Sorpresivamente no se inhibió la división de las células corticales, los nódulos 
desarrollados de las raíces pilosas PvPI3K-RNAi  fueron pocos y más pequeños, se observó 
que carecían de rizobios, en algunos casos las bacterias permanecieron en la superficie, en 
el pelo radical formando el hilo de infección y en otros casos los nódulos estaban 
pobremente infectados (Figura 33 B-C y Figura 33 D-F). Esto debido a que la formación de 
los hilos de infección y de los nódulos son eventos independientes, a diferencia del hilo de 
infección que se forma en los pelos radicales, la organogénesis de los nódulos se induce en 
las células corticales internas después de la percepción de los factores de nodulación por 
las células epidermales. Para su desarrollo, los nódulos requieren de una señalización de 
hormonas de la planta (citocininas) que está asociada con cambios en los niveles de 
auxinas.  En el caso de simbiosis con hongos arbusculares, en raíces de poroto con pérdida 
de función de PI3K, las hifas de Rhizophagus irregularis no entraron en las células 
epidérmicas y corticales. En consecuencia, no se formaron los típicos arbúsculos y sólo se 
observaron estructuras parecidas a “dedos hinchados” (parecidos a hipopodios) (Figura 39 
B-E). Estas estructuras no pudieron entrar en las células epidérmicas. Se desconoce la 
señal que dispara la formación de hipopodios, pero sí que es específica de pared celular 
epidermal. Por lo tanto, hemos presentado datos convincentes de que PI3K juega un papel 
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clave en las etapas tempranas de ambas interacciones simbióticas en las raíces de P. 
vulgaris.  
 
 
VII.3 PI3K es esencial para el crecimiento apical de los pelos radicales y del hilo de 
infección de R. tropici 
Los pelos radicales son células vegetales altamente especializadas, que al igual que los 
tubos de polen, presentan un crecimiento altamente polarizado, es decir, una expansión 
localizada en la punta. Las complejas redes de señalización, que incluyen el influjo de 
iones y los gradientes localizados de especies reactivas de oxígeno, convergen en las 
puntas de los pelos radicales, junto con la reorganización del filamento de la actina y el 
tráfico incrementado de la membrana (Fu et al., 2001; Hepler et al., 2001; Sieberer et al., 
2005; Cardenas et al., 2008; Oldroyd, 2013). Los fármacos que inhiben la actividad PI3K en 
los tubos de polen y en los pelos radicales, perjudican el crecimiento y desarrollo 
adecuados (Helling et al., 2006; Lee et al., 2008a; Lee et al., 2008b). El pretratamiento con 
inhibidores de PI3K, tales como LY294002 (LY) y Wortmanina (WM), también inhiben la 
reorganización de filamentos de actina inducidos por ácido abscísico en estomas de 
Arabidopsis (Choi et al., 2008). Además se ha demostrado en la fracción asociada con el 
citoesqueleto la actividad de PI3K en células de zanahoria en cultivo (Dove et al., 1994).  
Nuestros resultados muestran que PvPI3K desempeña un papel clave en el crecimiento 
polar de los pelos radicales (Figura 28 D) como previamente se ha demostrado con el 
inhibidor LY en Arabidopsis (Lee et al., 2008a), aunado a los reportes con el inhibidor 
específico que también afecta el citoesqueleto, es posible que tanto los filamentos de 
actina y PI3K, a través de PI3P, están asociados en el mantenimiento del crecimiento 
apical. Actualmente se sabe muy poco acerca de los procesos que regulan el paso del hilo 
de infección de una célula a la siguiente y se desconoce el mecanismo por el cual el 
crecimiento del hilo de infección se detiene dentro de los pelos radicales. En este caso, 
encontramos que el proceso que permite la migración del hilo de infección de una célula a 
otra parece estar alterado con la disminución de PI3K. En muchas leguminosas el 
movimiento del núcleo del pelo radical parece guiar el crecimiento y la dirección de los 
hilos de la infección, donde los filamentos de actina y los microtúbulos tienen un papel 
prominente. El núcleo migra a la base de la raíz para guiar la formación del hilo de 
infección de una manera dependiente del citoesqueleto (Lloyd et al., 1987), pero se 
desconoce cómo se regula esta guía. Nuestros resultados sugieren que PI3K es un 
regulador clave del crecimiento polar del hilo de infección. Los niveles de PI3P en plantas 
son relativamente bajos, típicamente comprendiendo aproximadamente 2-15% de 
fosfoinosítidos (PIP) y tienen una velocidad de recambio rápida (Meijer et al., 2001). En 
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Arabidopsis, las plantas heterocigotas VPS34/Vps34 no muestran fenotipo aparente de 
longitud de pelo radical en comparación con plantas de tipo salvaje. Por el contrario, las 
plantas homocigotas Vps34/Vps34 no son viables. Cuando las plantas de Arabidopsis se 
tratan con LY, el inhibidor especifico de PI3K, el crecimiento de la punta de los pelos 
radicales se inhibe rápidamente de una manera dependiente de la dosis (Lee et al., 
2008a). Además la expresión de la construcción 2xFYVE bajo un promotor fuerte también 
tiene un efecto directo en la longitud del pelo radical de Arabidopsis, debido a su reducida 
tasa de crecimiento. La reducción de los niveles de PI3P mediante la expresión de la 
fosfatasa y homólogo de tensina (PTEN), o el tratamiento con el inhibidor de PI3K 
Wortmanina en tubos de polen de tabaco conduce a la acumulación de ATG8 en los 
cuerpos autofágicos vacuolares (Zhang et al., 2011). Estos hallazgos sugieren que los 
niveles de PI3P regulan los genes de autofagia durante el crecimiento apical de los pelos 
radicales y los tubos de polen y  sostienen una tasa de crecimiento rápida de estas células.  
 
VII.4 La sobreexpresión del dominio FYVE fenocopia la pérdida de la función de PvPI3K 
durante la nodulación de poroto  
PI3P se une a las proteínas a través de sus dominios FYVE, que están muy conservados 
evolutivamente. Estos dominios han sido ampliamente utilizados como sondas para 
monitorizar la localización subcelular de PI3P (Gilloly, 2000; Vermeer et al., 2006). En 
particular el dominio FYVE es el más utilizado como biosensor de PI3P porque se ha 
demostrado su localización en endosomas, vacuolas y autofagosomas, así como el 
enriquecimiento en las membranas internas. El hecho es que la expresión de YFP-2xFYVE 
en las raíces peludas de poroto imita (fenocopia) el efecto de la pérdida de función de 
PvPI3K durante la simbiosis, lo que sugiere que PI3P, el producto catalítico de PI3K, es 
esencial para las interacciones mutualistas de P. vulgaris con microorganismos benéficos. 
En los organismos en general son pocas las proteínas para las que se ha predicho 
contienen el dominio FYVE. Hasta el año 2005, se predijeron quince proteínas con dominio 
FYVE en el genoma de Arabidopsis. El análisis de secuencia y la caracterización biofísica de 
modelos estructurales de estos dominios, muestra que tienen características estructurales 
diferentes a las de otros organismos, implicando que pueden juegar un papel único 
específico en plantas. 
 
VII.5 El complejo PI3K que inicia el proceso de autofagia es esencial para la relación 
simbiótica de P. vulgaris con Rhizobium y con el hongo de arbuscular 
En levadura PI3K forma parte de dos complejos multiproteicos referidos como PI3K o 
VPS34 I y II que están evolutivamente muy conservados. El complejo I participa en la 
autofagia y el complejo II participa en la clasificación endocítica. Ambos complejos 
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contienen un núcleo formado por las proteínas de clasificación vacuolar, VPS34, VPS15 y 
VPS30/BECLINA1; la proteína VPS15, recluta PI3K hacia la membrana y la activa, mientras 
que BECLINA1 se requiere para la formación de autofagosomas. Estos complejos son 
funcionalmente distintos, cuando  el núcleo del complejo se une a la proteína relacionada 
con autofagia 14 (Autophagy related protein 14), regula la autofagia mediante la unión 
específica del complejo al sitio de ensamblaje del fagóforo (PAS, así llamado en levadura). 
Cuando se une a la proteína VPS38, media la interacción entre los componentes del 
núcleo para regular la clasificación endocítica (Kametaka et al., 1998; Kihara et al., 2001b; 
Kim et al., 2013; Rostislavleva et al., 2015). La principal función del complejo I es generar 
PI3P en el sitio de nucleación del autofagosoma, (PAS) y reclutar proteínas de unión a 
PI3P. Aunque no se ha encontrado ATG14 en las plantas, en  Arabidopsis, el núcleo del 
complejo PI3K se asocia de forma indirecta a la proteína P2 con dominio SH3, el cual 
también se une a PI3P e interactúa con la proteína relacionada con autofagia 8 (ATG8), 
participando en la formación del autofagosoma (Zhuang et al., 2013). ATG8 es una 
proteína requerida para la formación de membranas autofagosomales y  es crucial para la 
maduración de autofagosomas.  
En relación a los integrantes del núcleo, se ha reportado que la deleción de Beclina1 
bloquea el reclutamiento de las ATGs requeridas para el ensamblaje de la estructura 
preautofagosomal (PAS) y se inhibe la autofagia (Suzuki et al., 2001). En el caso de la 
deleción de Vps34 o Vps15 da como resultado la completa pérdida de actividad 
autofágica, como se describe en otros mutantes defectuosos en la autofagia (mutantes 
aug), lo mismo sucede con la supresión de Atg14 (Tsukada y Ohsumi, 1993; Thumm et al., 
1994; Kihara et al., 2001b). El hecho de que la regulación a la baja de los niveles de 
transcripción de PvPI3K con el RNAi también afectó negativamente a la acumulación de 
transcriptos que codifican para las proteínas que participan en la formación del 
autofagosoma (Beclina1, Vps15 y Atg8), indica que están implicadas en el proceso de 
autofagia (Figura 41).  
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Figura 41. Modelo propuesto de la participación de PI3K en las células epidérmicas de la raíz 
durante la formación de estructuras endosimbióticas.  
(A) PI3K forma parte del núcleo del complejo (VPS15-BE1-PI3K) y contribuye a la producción de 
PI3P junto con ATG8 para iniciar la formación de estructuras pre-autofágicas (PAS), donde el 
citoesqueleto es el soporte de crecimiento y maduración. Cuando los niveles de transcrito de PI3K 
disminuyen (por PI3K-RNAi), también disminuyen los transcritos de los componentes del núcleo 
(Vps15 y Be1), así como los del gen relacionado con autofagia Atg8. (B) En consecuencia en la 
simbiosis nodular, los hilos de infección con rizobio  se abortan quedando detenidos en la célula 
epidermal dañando la nodulación. Con Be1-RNAi o cuando se sobre expresa el dominio FYVE que 
se une específicamente a PI3P, también encontramos un fenotipo de nodulación inhibida. (C) Por 
otra parte la disminución de los niveles de transcrito de PI3K afecta el establecimiento del hongo 
arbuscular, incrementando las hifas de los hipopodios que muestran aborciones (dedos 
hinchados). Esto impide el avance de las hifas hacia las células del cortex que deberían ser guiadas 
por el aparato de pre penetración (PPA) para la colonización. BE1, BECLINA1; PAS, estructura pre-
autofagosomal; dominio FYVE con dedos de zinc, encontrado en las proteínas Fab 1, YOTB, VAC 1 
y EEA1; hi, hilo de infección; r, rizobio; pcd, pared celular debilitada; PIT, pre-hilo de infección; n, 
núcleo; v, vacuola; hy, hipopodio; RE, retículo endoplásmico; PPA, aparato de pre-penetración; pc, 
pared celular; mp, membrana plasmática (Modificada de Parniske, 2008). 
 
Entre los transcritos del núcleo del complejo PI3K, PvBeclina1 fue uno de los que 
mostraron una acumulación reducida. Para confirmar si este gen que participa en 
autofagia también correlacionaba con la simbiosis, se utilizó Beclina1-RNAi para ver su 
efecto en la nodulación de las raíces de P. vulgaris. El número de nódulos formados en las 
raíces de poroto con pérdida de función de PvBeclina1 también se redujo en comparación 
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con las plantas control. Este resultado indica que la pérdida de función de PvBeclina1 
conduce a un fenotipo muy similar al observado en las raíces pilosas de PvPI3K-RNAi y al 
encontrado con la sobrexpresión del dominio FYVE en plantas de poroto, el cual recapituló 
el mismo fenotipo. Este resultado confirma que la autofagia es esencial para las 
interacciones mutualistas de P. vulgaris con microorganismos simbióticos. 
  
VII.6 Avances y perspectivas  
Los miembros de la familia PI3K se regulan de forma diferente, participan en diversos  
procesos incluyendo autofagia y su función parece depender del tipo de célula. En células 
animales el PI3P, el producto catalítico de PI3K clase II y clase III, media el reclutamiento 
de proteínas que originan membranas autofágicas y de aquí que juegan un papel esencial 
en la ruta de autofagia canónica (macroautofagia). A diferencia del PI3P (producto de la 
PI3K clase I), el [PI(3,4,5)P3]  dispara una señalización que inhibe autofagia. Dos de sus 
cuatro isoformas se expresan solamente en leucocitos, mientras que se expresa poco en 
otros tejidos. La actividad de las PI3K clase I está estrictamente controlada por la 
activación de cinasas de tirosina tipo receptor y a receptores acoplados a proteínas G. La 
regulación de la clase I está incrementada en enfermedades inflamatorias y de cáncer lo 
que ha llevado al estudio de los inhibidores farmacológicos específicos de PI3K para 
aplicación clínica. 
De forma similar las isoformas de PI3K clase II están regulada por receptores acoplados a 
proteínas G. Una de las tres isoformas se restringe al hígado, otra isoforma se ha 
encontrado que controla el transporte de glucosa, secreción de insulina y endocitosis; otra 
de las isoformas está implicada en la regulación de la progresión del ciclo celular, 
supervivencia del crecimiento y migración celular. Se ha propuesto que PI3K clase II es una 
fuente alternativa de PI3P en membranas pre-autofágicas para sostener autofagia en 
ausencia de PI3K clase III. Debido a que en ratones con la pérdida de una de las isoformas 
clase II mueren en el desarrollo embrionario, otros ratones con mutaciones en otra 
isoforma clase II sobreviven con una esperanza de vida corta.     
  
Para las PI3K clase III o Vps34 no está clara la forma de regulación por estímulos 
extracelulares. Se conoce que está afectada moderadamente por varios tipos de agonistas 
y no se excluye la posibilidad de fluctuaciones locales de su actividad durante la 
fagocitosis en neutrófilos. En células animales determinar la función de PI3K clase III es 
más complicada porque PI3K clase II también puede producir PI3P in vivo. Además como 
forma parte del núcleo del complejo PI3K, interacciona con varias proteínas accesorias (ej. 
ATG14) de las cuáles su función en autofagia y tráfico endocítico es controversial. Resulta 
interesante que de las proteínas interactoras con los componentes del complejo, algunas 
tienen dominios que censan la curvatura de membrana, otras interactúan con el  
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citoesqueleto. En ratones se han identificado como supresoras de tumor y su disfunción 
está asociada con cáncer en humanos. En Drosohila melanogaster la deficiencia en alguno 
de los componentes del núcleo (PI3K, Vps15 y Beclina1) o en PI3K inactiva, se han 
observado defectos en autofagia en el epitelio del disco imaginal del ojo, cuerpo gordo y 
tejido intestinal.    
A diferencia de las células animales, en levaduras y en plantas solamente se encuentra 
presente PI3K clase III que sintetiza PI3P. Por otra parte las plantas poseen pocos 
receptores putativos de proteínas G y a la fecha no se ha descrito receptores de cinasas de 
tirosinas. Los estudios de PI3K en Arabidopsis muestran que es importante para el 
desarrollo de la planta, tanto en los órganos vegetativos como reproductivos. El uso de los 
inhibidores farmacológicos LY y WM se ha relacionado con diversos eventos fisiológicos 
celulares como, el movimiento de las estomas, reorganización de actina, crecimiento 
apical y en la respuesta a infección por rizobio en los  pelos radicales en M. truncatula. Las 
PI3K clase III también parece tener un papel importante en endocitosis. Utilizando como 
biosensor el dominio FYVE fluorescente, se ha localizado PI3P in vivo en compartimentos 
endosomales tardíos prevacuolares de células de tabaco, en endosomas de Arabidopsis y 
en el tráfico de proteínas de la vacuola. La principal contribución de este trabajo fue 
demostrar la participación de PI3K clase III en un proceso que involucra la formación de 
estructuras de doble membrana en P. vulgaris, planta leguminosa de gran importancia 
nutricional y económica.  
Los estudios aquí presentados con la pérdida de la función de PI3K clase III de P. vulgaris, 
nos permitió tener avances importantes sobre su papel a nivel subcelular durante la 
interacción de esta planta con microorganismos benéficos. Con el uso de imágenes, se 
encontró la afectación de la infección del rizobio en los pelos radicales, así como la 
penetración en las células del cortex y el desarrollo de hifas de hongos arbusculares en el 
cortex interno de la raíz, concurrente con la disminución de la expresión de Atg8 y de los 
componentes del núcleo de autofagia.   
Entre las relaciones mutualistas, los modelos de la interacción leguminosa-rizobio y 
planta-hongos arbusculares, son los ejemplos mejor estudiados de las interacciones 
planta-microorganismo. Se conocen 25 genes conservados de lo que se denomina el “tool 
kit simbiótico” en las plantas hospederas de hongos arbusculares, que incluye los genes de 
la ruta Sym. Este trabajo allana el camino para el estudio de una nueva ruta de 
señalización de la simbiosis que involucra PI3K clase III en autofagia en plantas. 
Nuestros resultados sugieren que la autofagia provee de precursores para el crecimiento 
del pelo radical y el hilo de infección, pero aparentemente no para las divisiones celulares 
corticales durante la organogénesis del nódulo de poroto. Los sitios de penetración de las 
células de la epidermis de la raíz por las hifas (hipopodios) y la formación de arbúsculos 
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del hongo también parecen requerir precursores derivados del proceso autofágico. 
Recientemente, Mi y colaboradores reportaron que en células animales la polimerización 
de actina en filamentos cortos y los niveles de PI3P procedente del complejo PI3K son 
cruciales para la forma y expansión del fagóforo (precursores de los autofagosomas) e 
iniciar la autofagia (Mi et al., 2015). En conjunto, estos datos indican que la autofagia tiene 
una función clave en las interacciones mutualistas entre la planta y los microorganismos 
simbióticos. 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la participación de PI3K en autofagia 
durante la simbiosis de P. vulgaris, podríamos acercarnos para conocer el mecanismo 
molecular de su participación en este proceso. Puede ser a través del estudio de los 
integrantes del núcleo del complejo PI3K, donde Beclina1 es un candidato ideal ya que 
constituye la plataforma de proteínas que interactúan con otros ligandos del complejo 
que determinan su función.   
Otra proteína de especial interés es la proteína relacionada con autofagia 8 (ATG8), la cual 
es el marcador de autofagia por excelencia. En plantas ATG8 se diversificó desde un gen 
en algas, hasta múltiples genes en plantas superiores, se pensaba que podrían tener 
funciones redundantes y al parecer participan en funciones especializadas. En Arabidopsis 
hay 9 genes que muestran expresión específica de tejido. En Glycine max, de 12 genes 
encontrados, uno de ellos se induce en déficit de nitrógeno, mientras que en M. 
truncatula hay 4 genes por analizar. Se ha propuesto que la expansión de la familia ATG8 
en plantas se debe a la autofagia selectiva y que está mediada por receptores que 
interactúan con ATG8. Los receptores reclutan cargas específicas en los autofagosomas los 
cuáles funcionan como organelos de la autofagia. Los cargos son acarreados a los 
compartimentos líticos de la célula o para su reciclamiento a la membrana plasmática para 
secreción. Los cargos incluyen una variedad de componentes, tales como organelos 
dañados, proteínas agregadas y microorganismos invasores.        
En este trabajo analizamos dos ATG8s de P. vulgaris, los cuáles disminuyeron con la 
pérdida de la función de PI3K. Se podrían analizar los promotores de estos genes para 
probar si la inducción de su expresión es específica de la simbiosis. También se podría 
fusionar a proteínas fluorescentes (GFP- ATG8 o DsRed-ATG8) para demostrar la presencia 
de cuerpos autofágicos en condiciones simbióticas. Dado que hay seis isoformas de ATG8 
en P. vulgaris, se puede hacer un análisis comparativo con las ATG8 de plantas para 
explorar su evolución y la autofagia selectiva. Esto facilitaría el estudio de la relación entre 
éstas con rutas de autofagia en funciones especializadas como la simbiosis, que 
determinen ventajas selectivas de las plantas como organismos sésiles. 
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APÉNDICE  
Anexo 1. Alineamiento usado para generar el árbol filogenético de la Figura 16 
 
 
 
 
 
 161 
 
 
 
 
 162 
 
 
 
 
 163 
 
 
 
 
 
 
 164 
 
X: no-conservado     
 
 
